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1.1. HISTORIA DE LA VIÑA 
El cultivo de la viña es uno de los más antiguos junto con los de algunos cereales. 
Existen referencias de la existencia de viñas cultivadas hace 4.000 años por la zona oriental del 
Mar Negro (Transcaucasia), lo que actualmente corresponde a Georgia, Armenia y Acerbaidjan. 
Civilizaciones como la Egipcia disfrutaban de los frutos de la viña desde el 2.500 a J.C. 
La expansión del cultivo se produjo con el desarrollo de los imperios Griego y Romano, 
produciéndose así su difusión por todo el Mediterráneo. 
En la península Ibérica la producción de vino, impuesta por la colonización romana, 
pronto superó las necesidades autóctonas e invadió el mercado italiano, lo que propicio medidas 
para restringir su producción (Domiciano). En general los visigodos protegieron su cultivo y no 
fue hasta el siglo XI en A1-Andalus cuando se produjo una nueva explosión vinícola. A su vez 
en la meseta Castellana, bajo el feudalismo, la vid fue el complemento de una economía 
básicamente cerealista, y el comercio del vino se dirigió fundamentalmente hacia Inglaterra, 
Flandes y el Norte de Europa . 
Importada en América la viticultura por los españoles (ss. XVI-XVII), la producción 
colonial llegó a competir fuertemente con los caldos andaluces, lo que provoco la prohibición 
por parte de Felipe m ( 1602) de nuevas plantaciones en aquel continente, y la imposición de 
medidas restrictivas efectuadas en 1680, significó, una fuerte limitación en la producción de 
vinos en América. 
En el s. XVIII se inició la moderna comercialización del vino español. Junto al éxito del 
fino andaluz (olorosos de Jerez y dulces de Málaga que eran exportados a Europa), también se 
produjo la expansión de los caldos catalanes de alta graduación, especialmente los destinados 
a la destilación de aguardientes. Su importancia, a partir de 1680, fue determinante como fuente 
de capitalización en una coyuntura depresiva (hasta 1730-1740), en la que los altos precios del 
vino fueron una excepción de la tendencia a la baja de los otros productos agrícolas. Después, 
su desarrollo en el Levante español se vio mUy favorecido con la libertad de comercio con 
') 
') 
J 
) 
J 
') 
J 
") 
") 
J 
) 
) 
) 
) 
) 
') 
) 
") 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
J 
) 
) 
) 
) 
"' 
2 
América (1778), la crisis vinícola francesa 1768-1772 y la lucha entre cosecheros y viticultores 
andaluces. 
El viñedo fue con los minerales, la plataforma básica de la economia española del s.xIX. 
El proceso expansivo de las exportaciones fue acompañado de un aumento en las superficies 
cultivadas para la vid y producción de vinos, así se pasó de las 400.000 Ha y 3.850.000 HI de 
1.800 a las 1.450.000 Ha y 21.600.000 HI en 1.900. 
España ejerció el monopolio mundial del vino en la década de 1882 a 1892 apoyándose 
en el ataque de la filoxera en Europa, la cual al llegar a España produjo el colapso del vino 
español en 1892 y 1893. Luego la producción permaneció estacionaria hasta la crisis de 1929 
en las que se produjo un nuevo descenso en las exportaciones. Una cierta recuperación se inició 
en 1939 dominada por unos rendimientos medios muy bajos. El descenso del consumo interior 
impuso al gobierno español la necesidad de crear un comisión de compras de excedentes de 
vinos (1953), para evitar la caída vertical de los precios. A partir de 1975 el S.E.M.P.A era el 
organismo oficial que regulaba los precios y fijaba las campañas, y en la actualidad la C.E.E es 
la que desde la Política Agraria Común lleva todos estos asuntos. 
Actualmente, el país con mayor superficie destinada a viña es España, representando este 
cultivo el 5'5% de la Superficie Agraria Útil, siendo su aportación a la Producción Final Agraria 
el 4'7%. (MENENDEZ DE LUARCA y P ANTIN CHAO, 1992), en 1993, es decir 1.281.469 
Ha., lo que representa casi el 20% del total mundial . Pero no ocupa el primer lugar en 
producción ya que los rendimientos son muy bajos, con una media nacional de 19 640 000 HI 
en 1995 (LÓPEZ, 1997). 
l2. SUPERFICIES DE CULTIVO 
La viña aparece en los cinco continentes: Asia (donde se originó), Europa (donde se 
asentó en la cuenca mediterránea), Africa, América (introducida por colonizadores, quienes 
encontraron que existían variedades autóctonas) y Oceanía. (LARREA, 1973). La mayor parte 
del cultivo se encuentra en Europa, el 67% de la superficie (aproximadamente 2/3 de la 
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superficie total), mientras que en el resto de continentes los porcentajes son: Asia 16%, América 
11% y en el conjunto Africa- Oceania eI6%.(VENEGAS, 1996). 
La superficie total del viñedo mundial permanece estable en tomo a unos 10.000.000 de 
hectáreas. Los países con mayor cantidad de superficie de viñedo son España, Italia, Francia, 
los territorios ocupados por la antigua URSS con más de 1.000.000 de Ha cada uno, y Turquía 
(800.000 Ha) . 
Hoy en día, el principal productor, tanto en uva de mesa como en vino, es Italia seguido 
de Francia. Los bajos rendimientos en España, son consecuencía de que el cultivo, en su mayor 
parte, se efectúa sobre terrenos pobres, en laderas y colinas, sustentado por suelos de escasa 
fertilidad y con pluviometria reducida, con frecuencia inferior a los 400 mm anuales, son tierras 
de secano, (sólo un 3% respecto del total son de regadío) todo ello, agravado por a las elevadas 
temperaturas y amplios periodos de insolación. Sin embargo, agronómicamente, constituyen 
el aprovechamiento más idóneo para dichos terrenos, por lo que, en este sentido, es un cultivo 
muy económico (HIDALGO, 1975). Otro aspecto negativo importante, consiste en el uso de 
inapropiadas técnicas de cultivo para obtener elevados rendimientos, además no se puede olvidar 
la restricción legal española sobre el riego de la vid, que desde 1970 (Estatuto de la Viña, el 
Vino y los Alcoholes (ley 25/1970), sólo permite riegos de apoyo en invierno en zonas con 
precipitaciones inferiores a los 400 mm (GARCIA-ESCUDERO y cols, 1995). 
1.2.1 EL CULTIVO DE LA VID EN LA COMARCA DEL ALJARAFE . 
La comarca del Aljarafe, situada en la provincia de SeviUa (Foto 1), ha contado entre sus 
cultivos con la vid, ya el sevillano Abu Zacaria menciona dicho cultivo y tras la reconquista de 
Sevilla por Fernando III en 1248 existen concesiones por escrito del Deán y el Cabildo de la 
Iglesia de Sevilla, para plantar viñas en Albaida (1302); en 1313, en Umbrete por concesión del 
arzobispo; también en Benacazón y Castilleja de la Cuesta; en 1474 en Aznalcázar, en 1538 en 
Bormujos, en 1571 en Bollullos de la Mitación (HERRERA GARCÍA, 1980). 
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En el siglo XVIII la vid ocupa, según datos recogidos por COLLANTES (1996) del 
Catastro de Ensenada, unas 5.000 aranzadas, en esta época es el cultivo predominante en los 
términos de Espartinas, Umbrete y Villanueva del Ariscal, con aproximadamente la mitad de las 
viñas del Aljarafe sevillano. A la expansión del viñedo a1jarafeño siguió el lógico aumento en 
producción de vinos fomentados por instituciones clericales que poseían bodegas para la venta 
de vino, ya que en 1737 tenían franquicia de donativo para unas 100.000 arrobas. 
Los vinos del Aljarafe se llevaron también a las Indias (CARO, 1634; GARCÍA 
FUENTES, 1977 y GUlCHOT, 1875). Sin embargo, en los últimos años algunos 
acontecimientos como la legislación referente a la Denominación de Origen Jerez-Xerez-Sherry, 
zona de salida del vino del Aljarafe, y la entrada de España en la U.E. han perjudicado a la 
Viticultura y Enologia española en general y del Aljarafe en particular. No obstante, la tendencia 
mundial al consumo de vinos de alta calidad y baja graduación alcohólica hace que tenga una 
cierta aceptación los vinos de esta comarca sevillana. 
1.2.2 CONDICIONES MEDIOAMBIENTALES (CLIMA Y SUELO) EN EL 
ALJARAFE 
De acuerdo con los estudios realizados por MUDARRA (1988), el Aljarafe posee un 
clima tipicamente mediterráneo con inviernos frios y húmedos y veranos calientes y secos. Los 
diversos datos de temperatura y humedad registrados en esta comarca le confieren de acuerdo 
con los criterios de SOIL T AXONOMY (1975) régimen de temperaturas TERMICO, y régimen 
de humedad XERlCO. 
Estas características climáticas se repiten a lo largo del área mediterránea en zonas 
tipicas para el cultivo de la vid. En el Aljarafe sevillano existen aspectos microclimáticos de gran 
interés agronómico en cuanto al viñedo se refiere. En la zona alta comprendida entre el 
Guadiarnar y el Guadalquivir, con cotas entre 140 m (Espartinas-Umbrete) y 185 m (Olivares-
Villanueva), en terrenos completamente abiertos y en declive hacia el Sur (zona de la 
desembocadura del Guadalquivir), la temperatura del aire y su contenído en humedad están 
frecuentemente influenciados por los vientos marinos del S-SW -W (los llamados localmente 
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"mareitas"), y por la condensación nocturna de la humedad atmosférica ("blanduras"), al final 
del ciclo vegetativo (COLLANTES, 1996). 
Los suelos de la comarca del Aljarafe fueron recientemente descritos por MUDARRA 
(1988), quien llega a diferenciar 18 unidades de suelo y 19 unidades cartográficas. Destacan 
como más representativos de zonas dedicadas tradicionalmente al cultivo de la vid los suelos: 
Xerortents cálcicos' Son suelos existentes sobre materiales calizos, del Terciario, en los 
que la posición topográfica y condiciones de erosión, no han permitido el desarrollo de 
horizontes claramente diferenciados. Se encuentran asociados con los suelos del sub grupo 
Xerocrepts calcixerólicos. Pueden tener un horizonte cálcico y son siempre fuertemente 
calcáreos en todo el perfil. Tienen buen drenaje. Son poco profundos, con perfil del tipo AC a 
ACk . El horizonte Ap o A es de sólo 10-15 cm de espesor, de textura francoarenosa, color 
pardo grisáceo claro, estructura migajosa fina y fuerte reacción caliza. Sigue un horizonte C 
más claro, sin estructura, fuertemente calcáreo, que puede presentar acumulación importante 
de carbonato cálcico en forma de nódulos blancos, poco consolidados (horizonte Ck). Se 
dedican a olivar, cereales y viñedos. 
Xerocrepts calcixerólicos' Se han desarrollado sobre materiales calizos del Terciario, los 
cuales, por su posición topográfica elevada y la consecuente acción erosiva, han sufrido pérdida 
de materiales, por lo que se encuentran íntimamente asociados con suelos del orden Entisol 
(xerortents), presentando un buen drenaje. Son suelos poco o moderadamente profundos, de 
textura media, con horizontes poco evolucionados. Presentan un perfil del tipo A B C Ck. La 
capa superficial está representada por un horizonte Ap de 20 cm de espesor de promedio; 
textura francolimosa; color pardo oliváceo pardo a amarillo rojizo, moderadamente plástico, 
duro y frágil. A continuación sigue un horizonte B de formación incipiente y delgado, de color 
amarillo pálido a amarillo rojizo, textura franco arcillosa a francoarcilloarenosa, que pasa 
gradualmente a un horizonte Ck calizo más claro y con abundantes nódulos calizos. Su 
dedicación más común es el olivar o los cultivos anuales de secano. 
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Rhodoxeralfts cálcicos: Son aquellos suelos que presentan un epipedón ócrico, uno 
argílico y uno cálcico como horizontes de diagnóstico. El perfil es del tipo A Bt Ck, estando 
desarrollado a partir de areniscas calcáreas del Terciario, aunque los horizontes superficiales y 
sub-superficiales no presentan reacción caliza en forma natural, conectando a través de un 
horizonte BC calcáreo, con el material calizo poco alterado. Son suelos ti picos del Aljarafe 
asociados con Haploxeralfs. 
Haploxeralf cálcicos' Se han desarrollado a partir de areniscas calizas del Terciario y 
sobre sedimentos calcáreos del rio Guadiamar, presentando un horizonte cálcico dentro de un 
metro de la superficie, además se evidencia una cierta decoloración hacia el pardo amarillento 
o pardo rojizo en el horizonte argílico. Son superficiales o moderadamente profundos, con perfil 
de tipo A Bt Ck. El horizonte A disturbado, de unos lOa 20 cm de espesor, es de color pardo, 
textura franco-arenosa y consistencia fiiable. El horizonte Bt de acumulación de arcilla, es de 
color amarillento a pardo amarillento, francoarcilloarenoso y fiiable. El horizonte Ck de 
acumulación de carbonato de calcio, que generalmente se encuentra a menos de l metro de 
profundidad, es fiiable y masivo. 
L3. CLAS/F/CACION BOTAN/CA 
La vid pertenece al género VITIS, a su vez, se incluye en la familia de las VIT ACEAS 
O AMPELIDACEAS, está comprendida dentro del orden de las RAMNALES O RAMNIDAS 
(carpelos de flor cerrados), subclase D1ALIPET ALAS (flores presentan pétalos libres), 
SUPEROV ARlEAS (ovario súpero), clase D1COTILEDONEAS (semillas con dos cotiledones), 
subtipo ANGIOSPERMAS (semillas encerradas en el fruto) y tipo FANEROGAMAS (por tener 
flores) (NOGUERA PUGOL, 1972). 
Dicha familia comprende 14 géneros, entre ellos el género Vitis que es origínario de las 
zonas templadas del Hemisferio Norte (América del Norte, Europa y Asia). Este género está 
dividido en dos subgéneros: Euvitis y Muscadinia, cuyas principales diferencias estriban en el 
número de cromosomas (2n=38 y 2n=40 respectivamente), en la forma de los zarcillos 
(bifurcados o simples), en la presencia o aus~ncia de diafragma en el nudo del sarmiento, y en 
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la corteza (no adherente en Euvitis y adherente con lenticelas en Muscadinia). 
Al subgénero Muscadinia pertenecen tres especies originarias del Sudeste de E.E.V.V. 
y México; de las cuales únicamente Vitis rotulldifolia es cultivada (variedad Muscadinia grape) 
y presenta gran interés pues es muy resistente a la filoxera y a varias enfermedades. 
Al subgénero Euvitis pertenecen una treintena de especies. De América del Norte 
proceden unas veinte de ellas, denominadas vides americanas, que presentan poca aptitud uvífera 
(excepto Vitis labrusca, siendo no obstante su calidad muy inferior a la de la vid europea) 
(WINKLER, 1974), pero con la importancia de poseer un sistema radicular resistente a la 
filoxera. Estas vides se han utilizado como patrones, así como para la obtención de patrones y 
de Iubridos productores directos (aquellos híbridos europeo-americanos con cualidades uviferas 
y resistencia a la filoxera) mediante híbridación interespecífica. Entre las más importantes se 
pueden citar V. riparia, V. berlalldieri, V. ntpestris, V. cordifolia, V. candicalls, V. cillerea, V. 
labntsca y V. long;; (conocida también como Solonis). En Europa y Asia Occídental se 
encuentra una sola especie, Vitis vinifera, con grandes cualidades para la producción tanto de 
vino como de pasas y para su consumo en fresco, que es conocida como vid europea. Esta 
especie comprende varios miles de variedades con una adaptación edafoclimática muy amplia. 
Es sensible a las enfermedades traídas de América (oidio, mildiu, etc ... ) y su sistema radicular 
no soporta los ataques de la filoxera. En Asia Oriental hay más de diez especies del subgénero 
Euvitis pero sin demasiado interés (REYNIER, 1989). 
1.3.1. VARIEDAD PALOMINO GARRIDO FINO 
La escasa bibliografia encontrada sobre esta variedad, nos remite a los estudios que sobre 
variedades de vid en Andalucía hacen GARCÍA DE LVJÁN y COLS. en 1990, ellos le designan 
como sinonimias, Garrido fino y Palomino Garrio. Garrido fino se cultiva desde hace mucho 
tiempo en Andalucía Occidental, habiéndose extendido a algunas zonas limítrofes, siendo 
recomendada para la Comunidad Autónoma de Andalucía. Ya en 1908 García de los Salmones 
la nombra en su aportación al concurso Regional de Pamplona, donde presenta un completo 
inventario provincial de variedades de vid qlJe se cultivaban por entonces en España y que en 
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1914 completa el Congreso Nacional de Viticultura (HIDALGO, 1985) . 
Esta variedad ocupaba antes de la invasión filoxérica un 30% del viñedo de Huelva y un 
20% después, injertada ya sobre patrones americanos. En el año 1990 en Sevilla ocupaba una 
extensión de 152.77 Ha lo que representa el 3.68% de la provincia y el 0.53% del total de 
Andalucía. 
Respecto al comportamiento agronómico, FERNÁNDEZ DE BOBADILLA, 1956, dice 
que es de brotación casi al tiempo de los Palominos. Fructifica bien y en abundancia, siendo sus 
cosechas seguras. Se adapta bien a la poda de vara y pulgar, así como a pulgares sólo. Las 
fechas medias de los estados fenológicos son: Brotación 22 de marzo, floración 24 de mayo, 
envero, 21 de julio, maduración 17 de septiembre, caída de la hoja 22 de noviembre. En cuanto 
a producción proporciona 3.9 Kg uva/cepa y 0.60 Kg de madera de poda/cepa. Así pues es una 
variedad algo tardía, cuyos frutos resisten bien el transporte, se pisan con relativa facilidad, 
siendo sus mostos menos azucarados que el de los palominos y mas ricos en acidez. Los valores 
medios del grado Baumé y de la acidez total obtenidos en el Rancho de la Merced son de 9.8 
y 4.9 gil en ácido tartárico respectivamente. (GARCIA de LUJAN, 1990). 
En cuanto a la ampelografia de esta variedad, Garrido Fmo posee entrenudos muy cortos 
con diámetro pequeño, el pámpano joven posee una extremidad abierta, con una distribución 
e intensidad de la pigmentación antociánica ribeteada y media, el vigor también es mediano. De 
porte semi erguido, la densidad de los pelos tumbados y erguidos de la extremidad, nudos y 
entrenudos es baja o nula, de estos dos últimos la coloración tanto de la cara dorsal como 
ventral es verde con rayas rojas en el entrenudos y verde en el nudo. La pigmentación 
antociánica de las yemas es media. Siendo la distribución de los zarcillos, de corta longitud, 
discontinua sobre el pámpano. 
La segunda hoja joven posee una débil intensidad de pigmentación antociánica de las 6 
hojas terminales y baja densidad de pelos tumbados y erguidos sobre los nervios principales. 
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La hoja adulta posee tamaño mediano, con longitud corta, forma pentalobulada de color 
verde oscuro, la pigmentación antociánica de los nervios principales del haz y envés es nula o 
muy débil, el limbo tiene abultamientos con ondulaciones entre los nervios principales y 
secundarios localizada en el punto peciolar y el perfil con los bordes hacia el haz que, a su vez, 
posee una hinchazón débil, los dientes poseen una longitud mediana, tanto la forma del seno 
peciolar principal como el de los laterales es abierta, con baja o nula vellosidad y, en general, 
posee un pecíolo corto. 
Por otro lado el sarmiento presenta una sección transversal elíptica, superficie estriada 
y color marrón oscuro con ausencia de lenticelas y densidad de pelos en nudos y entrenudos muy 
baja. 
La flor es hermafrodita, estando inserta la primera inflorescencia a nivel del tercer y 
cuarto nudo, teniendo un número de inflorescencias por pámpano de l. 1 a 2, siendo la longitud 
de la inflorescencia más próxima a la base¡ media. En cuanto al fruto, el número de racimos por 
pámpano está entre l . I Y 2, el racimo es mediano con compacidad media y el número de bayas 
es elevado o muy elevado, siendo la lignificación del pedúnculo débil. La baya unida a un corto 
peciolo con ciertas dificultades para su separación, es de tamaño mediano, corta y poco 
uniforme, ligeramente aplastada tiene una sección transversal circular, epidermis de color verde 
amarillo uniforme, posee piel delgada con nivel de pruína medio, la pulpa no es coloreada, 
blanda y de suculencia jugosa con presencia de pepitas que son de longitud y peso mediano. El 
rendimiento de mosto es muy alto. 
Respecto a comportamiento frente a estrés abióticos y bióticos tolera la clorosis férrica 
baja y la sequía media. Respecto a la hoja y racimo es medianamente tolerante a Plasmopara, 
oidio, botritis y filoxera, en este último caso sobre todo a la fase gallícola. 
El rendimiento en uva es bajo respecto al porcentaje de cuajado y al peso de la baya, así 
como a la acidez total del mosto, es medio respecto al peso del racimo y al peso de uva por Ha, 
también el contenido de azúcar en el mosto es medio. 
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Es de destacar, que unido a la aceptación de estos vinos comentada mas arriba, sobre 
todo a nivel local, mosto de Umbrete por ejemplo, hay que apuntar que la extensión ocupada 
por Garrido Fino es cada vez menor. Por ello, es de interés poner a punto un sistema de 
propagación rápida que genere plantas de esta variedad de alta calidad sanitaria en un número 
elevado. Una de las técnicas usada hoy en día para este fin es el cultivo de tejidos "in vitro". 
1.4. CULTIVO DE TEJIDOS "IN V1TRO" 
1.4.1. GENERALIDADES 
Como es bien conocido, el término de cultivo "in vitro de tejidos vegetales" engloba una 
serie de técnicas que tienen en común el cultivo de material vegetal en condiciones asépticas, 
en medio sintético definido y bajo condiciones ambientales controladas. 
Estas técnicas han ganado terreno en los últimos años, ya que vienen siendo una 
herramienta eficaz para estudiar numerosos aspectos de la biología de las plantas y resolver 
problemas prácticos en varios campos agronómicos, dificil es de solucionar mediante las técnicas 
que podemos denominar "tradicionales", como la rápida multiplicación, y por tanto, la 
producción masiva en condiciones sanitarias óptimas, de gran variedad de plantas, asi como 
estudios de nutrición vegetal eliminando las interacciones edáficas que enmascaran la acción de 
los nutrientes del suelo con la planta. 
1.4.2. MULTIPLlCACION CLONAL RAPIDA "IN VlTRO" 
MlCROPROPAGACION APLICADA A LA VID. 
El principio de la micropropagación o multiplicación vegetativa "in vitro", consiste en 
tomar de la planta de partida un órgano o trozo de órgano "explanto" que se coloca dentro de 
un recipiente estéril y cerrado mas o menos herméticamente y donde se controlan los factores 
nutricionales y ambientales para la obtención de plantas muy parecidas a la planta madre. Dicho 
proceso está basado en la estimulación de las capacidades naturales de multiplicación vegetativa 
de la especie o en la inducción de una nueva .organogénesis de brotes y raíces. 
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Los fines perseguidos en dicha multiplicación vegetativa "in vitro" son los siguientes: 
- Adquisición de una velocidad rápida de multiplicación de plantas idénticas a la de 
partida. Esta técnica puede ser explotada en particular para la selección clonal y es muy 
interesante para las especies con multiplicación vegetativa natural lenta, o para las plantas 
heterocigóticas obtenidas por semillas. También se puede utilizar para la obtención rápida en el 
mercado de variedades raras obtenidas a muy alto precio. 
- Constitución de una colección de pies madres sanos (libre de virus, bacterias y hongos), 
lo que conlleva la existencia sobre pequeñas superficies de grandes cantidades de microplantas 
selectas, que podrán ser utilizadas como pies madres en el momento necesario. 
En la micropropagación existen múltiples ventajas añadidas a las ya comentadas, tales 
como la programación de cultivos a todo lo largo del año de manera independiente a la estación 
climatológica. A menudo se pueden eliminar los problemas fisiológicos ligados a la dormancia. 
La cantidad de planta requerida como explanto inicial es muy pequeña (de ahí el término 
micropropagación). Las técnicas "in vitro" proporcionan un método rápido para intercambio 
internacional de germoplasma, eliminando el peligro de introducir cualquier enfermedad, al ser 
el material aséptico, reduciendo o haciendo innecesario el período de cuarentena. Además no 
se debe olvidar la elevada tasa de multiplicación que se obtiene por este método, la posibilidad 
de propagar clonalmente material juvenil y el rápido crecimiento del material seleccionado. 
Dos son pues los ámbitos en que se desarrolla un explanto: El medio aéreo, en que se 
desarrollan tallos, hojas y el substrato que soporta el explanto y donde se desarrollarán, en su 
caso, las raíces (KOZAI y SMITH, 1995). 
Los factores que condicionan el ambiente pueden, en algunos casos, controlarse 
fácilmente (temperatura, luz), en otros casos el control es mucho mas dificil (potencial hídrico, 
presencia de etileno, pH del medio). Puede haber factores que sean totalmente indeseables como 
presencia de microorganismos en la atmósfera o en el substrato (contaminación). En cualquier 
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caso, aparte del intercambio gaseoso, que es función del cierre, los cambios en la composición 
quimica y fisica serán el resultado de la redistribución de un aporte finito de ingredientes al 
medio. El explanto y la planta de él generada juegan un papel en esta redistribución. Por ello, 
tener en cuenta estas situaciones es fundamental para poder entender el proceso de 
micropropagación y sobre todo poder ejercer un control riguroso en el conjunto de factores 
citados. 
La micropropagación consta de cuatro fases: establecimiento, multiplicación, 
enraizamiento y adaptación. (MURASHIGE, 1974; DEBERGH Y MAENE, 1981). 
El principal objetivo de la segunda fase denominada comúnmente de multiplicación es 
la obtención del máximo número de propágulos o unidades de multiplicación (órganos u otras 
estructuras) con éxito. Dicha multiplicación, puede ser realizada por distintos métodos, de entre 
los cuales los más corrientes son: Inducción de brotes o yemas adventicias neoformadas; 
estimulación de la iniciación de yemas axilares e inducción de la formación de embriones 
somáticos. 
En la actualidad, tanto en la vid como en otras plantas, el uso de yemas apicales y 
axilares es el método más generalizado, ya que proporciona estabilidad genética y es de más fácil 
aplicación. 
Respecto a la fase de emisión y elon8ación radicylar se considera como una fase previa 
de preparación de los propágulos o plántulas para su transferencia a tierra. Un método de 
micro propagación eficaz debe mantener un fuerte porcentaje de plántulas vivas después de la 
salida del recipiente de cultivo. Esta fase tiene por objeto preparar las plántulas para este fin ya 
que concluida la multiplicación, fase 2, las plantas, por lo general, son pequeñas e incapaces de 
soportar las condiciones en suelo, por ello DEBERGH y MARENER (1981) subdividen esta 
tercera etapa en: 3.a) elongación de las plántulas formadas en la fase 2 y 3.b) enraizamiento "in 
vitro" o "extra vitrum" de las plántulas crecidas en 3.a. En esta fase hay que tener en cuenta el 
balance auxinas-citoquininas, ya que aunque ambas inducen crecimiento celular, las auxinas 
tienen un efecto sobre la inducción y desarrollo radicular mientras que las citoquininas poseen 
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un efecto importante sobre el crecimiento de yemas laterales. Sin embargo, unidas tienen un 
cierto grado de antagonismo que hace que elevados niveles de una repriman la acción de la otra. 
Ello, justifica la división de las dos fases dada la dificultad de conseguir el crecimiento de la parte 
aérea y el desarrollo radicular de forma simultánea. 
1.4.3 MEDIOS DE CULTIVO 
En todas las fases de la micropropagación, es importante el medio de cultivo usado, pero 
en las que se describen, de multiplicación y enraizamiento, es fundamental dado el objetivo 
primordial de las mismas, es decir, la propagación en masa de plantas en condiciones de alta 
calidad y posterior emisión y crecimiento radicular. Clásicamente el substrato está formado por 
una solución de sales minerales, reguladores de crecimiento, y otros compuestos orgánicos 
(sacarosa, vitaminas, antioxidantes, etc.), bien líquida o bien, y mas frecuentemente, solidificada 
mediante la incorporación de un agente gelificante (agar, gelrite, etc.) 
Centrando la atención en el medio mineral tenemos que señalar que la formulación del 
mismo ha sido un proceso empirico. El trabajo de MURASHIGE-SKOOG, 1962, implicó la 
manipulación de iones minerales o grupos de iones y aunque demostró la importancia de las 
interacciones, no deja de ser un trabajo empírico. El medio adecuado para cada nueva fase o 
cultivar que se quiere micropropagar "in vitro" se consigue a partir de formulaciones conocidas 
y no hay método que permita conocer a priori las necesidades especificas de una especie ni 
incluso de un cultivar. 
Muchos autores han colaborado a la optimización del substrato de cultivo para la vid, 
desde CHEE y POOL, 1985. Recientemente, se ha optimizado el balance de nitrógeno, tanto 
en forma IÚtrica como amoniacal por TRONCOSO y cols, 1990, para el patrón 13-5, 
posteriormente éste medio se ha velÚdo aplicando con éxito a distintos patrones y variedades, 
tales como a 161-49, (VILLEGAS y cols, 1992) y a la variedad Zalema, (CANTOS y cols, 
1993), también se ha estudiado la acción de diferentes dosis de sacarosa en el medio de cultivo 
para diferentes patrones y variedades, (TRONCOSO y cols, 1997). Sin embargo, la aplicación 
de las mejoras citadas al medio de cultivo no h.a telÚdo idéntico efecto positívo sobre inducción 
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de crecimiento de yemas de la variedad de vid Garrido fino, dado que el desarrollo de dicho 
explanto decae con los sucesivos subcultivos. Por lo que resulta de interés estudiar el efecto 
sobre el desarrollo de explantos de dicha variedad de otros componentes del medio como 
fósforo, potasio junto con el soporte. 
1.4.3.1. Fósforo. 
El fósforo, cuyo ciclo puede observarse en el esquema 1, es un elemento poco móvil en 
el suelo debido a su baja solubilidad y fácil retención. No obstante, las plantas tienen una alta 
demanda de fósforo, sobre todo en fase de crecimiento activo, por lo que este elemento se 
absorbe por las raíces en una elevada proporción de la solución del suelo en forma de fosfato, 
lo que produce una reducción de la disponibilidad del mismo en la raíz vecina. Esta reducción 
crea un gradiente de fósforo en el suelo. 
Las raíces son capaces de absorber fosfato de soluciones muy bajas en este elemento. 
Generalmente el fosfato contenido en las células radicales y en la savia xilemática es de 100 a 
1000 veces superior que en la solución del suelo. Es pues, una asimilación activa (MENGEL Y 
KIRKBY, 1982) Y está muy asociada a etapas de alta actividad metabólica. WEIGL, 1967, 
estableció que la asimilación de P por E/odia canadensis fue mas alta en luz que en oscuridad, 
lo que sugiere que el metabolismo de los carbohidratos en la respiración controla la asimilación 
activa de fósforo, aunque pueden estar involucrados uno o mas sistemas en este control. La 
capacidad de asimilación activa del fosfato difiere entre especies e incluso entre cultivares de 
la misma especie, por lo que existen autores, (BROWN y col s, 1977 ) que suponen que la 
capacidad de las plantas de tomar fosfato está fijada genéticamente . 
La proporción de asimilación de fosfato es dependiente del pH, así, HENDRIX, 1967, 
estableció que a pH 4 en las plantas de judía la absorción de fosfato es diez veces mayor que a 
pH 8.7. Es decir, la tasa de asimilación de fosfato declina rápidamente cuando se incrementa el 
pH. El fosfato es realmente móvil en la planta y puede translocarse tanto en dirección ascendente 
como descendente. CLARKSON y cols, 1968, establecieron que en plantas de cebada el fosfato 
tomado porlos segmentos basales de la raíz ~e traslocó rápidamente a las partes superiores de 
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las plantas. Las hojas jóvenes están suplementadas no solamente con el fosfato procedentes de 
las raíces sino con el fosfato originado por las hojas mas viejas. Sin embargo, después de varios 
días ocurre una retranslocación y el fosfato es de nuevo transportado parcialmente a las hojas 
mas viejas. El movimiento descendente ocurre principalmente en el floema, bien sea unido a la 
fosforilcolina (MAIZEL y cols., 1956) o incluso como fósforo inorgánico en la savia floemática 
(HALL y BAKER, 1972). 
El fosfato en la planta está en forma inorgánica como ortofosfato y en menor extensión 
como pirofosfato. En forma orgánica el compuesto más importante en donde los grupos fosfatos 
están unidos a puentes fosfato es la adenosina trifosfato (ATP). El puente pirofosfato es muy 
rico en energía que en hidrólisis libera 30 kJ/mol. La energía absorbida durante la fotosintesis, 
o liberada durante la respiración o por ruptura del carbohidrato anaeróbico se utiliza en la 
síntesis de puentes pirofosfato en el ATP. En esta forma la energía puede transportarse a varios 
procesos endergónicos tales como asimilación activa de iones y síntesis de varios compuestos 
orgánicos. En estos procesos hay usualmente una reacción inicial de fosforilación. Esto involucra 
la transferencia del grupo fosforil desde el ATP a otros compuestos y en la síntesis del ARN y 
ADN. 
En tejidos de plantas deficientes en P, los contenidos de P inorgánico están 
particularmente deprimidos núentras que los niveles de P orgánico están poco afectados 
(MICHAEL, 1939 y HARTT, 1972 ). Cuando la deficiencia en P es severa, los contenidos de 
fosfolípidos y ARN están marcadamente reprimidos. Las plantas que sufren de deficiencia de 
P están retardadas en crecimiento y la relación materia seca tallo/raíz es usualmente baja. Los 
frutales y por ello, la vid, sufren reducción en la tasa de crecimiento de nuevos brotes, y 
frecuentemente el desarrollo y eclosión de las yemas es poco satisfactorio. La formación de 
frutos y senúllas está especialmente deprimida en plantas que sufren deficiencia en fósforo. No 
sólo las producciones sino también la calidad de los frutos y senúllas obtenidas en esas 
condiciones son pobres. 
Generalmente los síntomas de deficiencia en P en la víd aparecen en las hojas mas viejas 
que a menudo poseen un color verde oscuro. J,.os tallos de plantas anuales están caracterizados 
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por una coloración rojiza originado por aumento en la formación de antocianinas. Las hojas de 
frutales deficientes en P están frecuentemente teñidas de un color marrón y caen 
prematuramente. 
Se considera plantas deficientes en P las que tienen por debajo de 0.1 % de P en materia 
seca. Los cereales y herbáceas convenientemente suplementadas con fosfato tienen alrededor 
de 0.3 o 0.4% de P en peso seco, durante el estado de crecimiento vegetativo. Generalmente el 
contenido en P es mayor en plantas mas jóvenes o en órganos. Durante la formación del grano 
y semilla se trasloca una considerable cantidad de P desde las hojas y tallo a estos órganos en 
formación. 
Cuando las concentraciones de P son extremadamente altas en la rizosfera se puede 
deprimir el crecimiento. Algunos efectos pueden ser también dependiente del fosfato como el 
retraso en absorción y traslocación de algunos micronutrientes como Zn, Fe y Cu. 
Como resumen el P está contenido en la planta en los ácidos nuc1eicos y en los 
fosfolípidos de la membrana. Como componente de los fosfatos de adenosina y nuc1eótidos 
relacionados, el grupo fosfato está involucrado en la transducción de energía así como en el 
metabolismo de muchos intermediarios fosforilados. En las células en actividad hay un continuo 
intercambio de forma inorgánica a orgánica. 
En el cultivo "in vitro", los iones fosfóricos como ha demostrado HELLER, 1953, 
pueden ser tóxicos rápidamente cuando superan los 2 ¡1M, después del tercer trasplante. Sin 
embargo, los explantos iniciales pueden presentar buen crecimiento con concentraciones mas 
elevadas, alrededor de 8 ¡1M. 
El P como fertilizante se adiciona universalmente como sal de fosfato. En el cultivo "in 
vitro", en la gran mayoria de los casos, ocurre lo mismo ya que se le añade al medio fósforo, 
bien sea como fosfato sódico (HELLER, 1953; NlTSCH & NlTSCH, 1956; WHITE, 1943 Y 
1963; Hll..DEBRANDTy cols, 1946; WOOD y BRAUN, 1961; GAMBORGy COL S, 1968) 
o como potásico ( MURASlflGE & SKOOq, 1962). No obstante, muy pocos autores se han 
1 
J 
) 
') 
J 
) 
) 
) 
) 
') 
1 
) 
) 
") 
) 
") 
1 
J 
) 
) 
') 
) 
) 
) 
') 
) 
) 
) 
.) 
) 
) 
) 
") 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
") 
) 
) 
) 
) 
) 
J 
) 
) 
, 
17 
referido al efecto del fósforo y sus posibles variaciones sobre el desarrollo de la planta en medio 
controlado. REINERT y BAJAJ, 1977, indican que el aumento de la concentración de fosfato 
puede reforzar el desarrollo de brotes y suprimir o reducir el efecto promotor que sobre la 
inducción raíz posee la auxina. Por otro lado, se debe resaltar el efecto positivo observado al 
incrementar en el medio de cultivo los niveles de fosfato monopotásico en explantos de la 
variedad Rupestris de Lot cultivados in vitro , (MA TTE, 1996). 
Esquema 1.-
acw DELFOSFORO 
Fosr.lo or,.nltO 
A I M ;n",h"','n Inm ."Io",,'n I 
V 
P en Ja ,oJueió" Prcclpillción c::- Fosfalol c'lcicol 
P en .palllo. y C> del.uclo en (OICS'OI de Fe y Al m merat • • prirnaftol (orm •• de .:::J Disolución (o,ralol en .red! .. y 
del lu eJo Mclconzlclón (o.(alo. oXldos 
* I V 
Pen::olación 
Retro t dacIo " 
1.4.3.2. Potasio 
La información de que se dispone de la función de este elemento en la vid es limitada, 
ya que el potasio no forma parte de ningún compuesto de la materia estructural de la cepa 
(pEREZ CAMACHO, 1992). Se sabe, sin embargo, que este elemento se encuentra en el suelo 
en tres formas: (Esquema 2.-) a) como elemento estructural de los minerales del suelo, donde 
supone de un 90 a un 98% del K total, forma muy poco disponible por la planta, b) como 
componente de los minerales de arcilla, forma que supone de un 1 a un 10% del total, siendo 
esta una forma de potasio cambiable y c) presente en la solución del suelo, este potasio supone 
del orden de un 1 a un 2% del K total es una fprma de este elemento fácilmente disponible para 
) 
1 
) 
) 
) 
") 
J 
J 
) 
} 
) 
J 
) 
) 
.-
') 
") 
) 
") 
) 
.) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
J 
) 
) 
) 
) 
) 
.) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
" 
18 
la planta. Así pues, aunque el contenido total de potasio en el suelo es relativamente elevado, 
su contenido en la corteza terrestre es de un 2,3% aproximadamente, la mayor parte es no 
intercambiable y por ello, no puede ser aprovechado por la planta, salvo en el caso de los 
contenidos en minerales ricos en potasio como la biotita, moscovita e illita a través de los 
procesos normales de meteorización por lo que los suelos arcillosos suelen ser ricos en K y esta 
riqueza es mayor cuanto mas evolucionado sea el suelo. 
Esquma 2.-
Kno 
cambiable 
CICLO DELK 
Planta 
Inmovilización i ·1 Mineralización 
Adsorción 
Meteorización ( K en la 
I 1> Solución 
\ 1> 
'<J------
Desoreión 
El K es un elemento esencial para los organismos vivos. Es el catión más importante no 
sólo por la cantidad en que aparece, sino también por sus funciones fisiológicas y bioquímicas. 
Los tejidos de las plantas presentan una elevada tasa de absorción de K, debido a que 
las membranas celulares son muy permeables a este catión gracias a unos poros iónicos que 
facilitan su difusión al interior, Uegando a ser el contenido de este elemento en el citoplasma del 
orden de 100 mM. Esta alta permeabilidad del K da una idea de su importancia para la fisiologia 
de la planta. 
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La dirección del transporte de K en el interior de la planta es hacia los tejidos jóvenes, 
mediante la savia elaborada, con una concentración de K muy similar a la del citoplasma, 
abasteciendo a los meristemos (JACOBY y cols, 1973) y fiutos como es el caso de la vid. 
La participación del K en el proceso de crecimiento meristemático se inicia con la 
activación de la ATPasa, la cual bombea H+ al apoplasma, provocando una acidificación del 
medio lo que lleva a su vez a una pérdida de materia en la pared celular y la activación de 
hidrólisis enzimática (HAGER y cols, 1971). Esta pérdida de material de la pared celular es 
indispensable para la expansión celular. Por otro lado, las fitohormonas involucradas en el 
crecimiento meristemático de tejidos mejoran su actividad en presencia de K. 
El potasio es también de suma importancia en el régimen hídrico de las plantas. En 
tratamientos deficitarios en K la turgencia está sobre 0,5 Mpa, la cual es significativamente más 
baja que la turgencia en tratamientos normales en K la cual está sobre 0,7 Mpa. 
En tratamientos deficitarios en K, el crecimiento de células y tejidos así como su 
contelÚdo en agua es reducido respecto a condiciones normales de K. El K en los tejidos jóvenes 
es indispensable para obtener la óptima turgencia celular que de nuevo es requerida para la 
expansión de la célula . 
Las plantas bien nutridas en K presentan menores pérdidas de agua, debido a una 
disminución de la tasa de transpiración. La transpiración no sólo depende del potencial 
osmótico, sino también de la apertura y cierre de los estomas. Según estudios de FISHER y 
HSIAO (1968) juega un papel importante en la apertura y cierre estomático. PENNY y 
BAULlNG (1974) afirman que el mecalÚsmo de apertura y cierre estomático depende 
totalmente del flujo de K. Por ello, plantas en estados deficitarios de K son incapaces de tener 
una correcta actividad estomática. También se sabe que otros cationes ulÚvalentes son inútiles 
para realizar dicha función (TROLLBENIER, 1971), solo en algunas especies el Na puede ser 
efectivo (RASCHKER 1975). 
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También se ha estudiado la acción del potasio sobre la fotosíntesis y transporte de los 
fotosintatos, PEOPLES y KOCH (1979) resaltan el claro efecto producido por el K en la tasa 
de asimilación de COl , sus investigaciones revelan que el K no influye directamente en los 
fotosistemas 1 y n, pero si promueve la neofonnación de la enzima ribulosa bifosfato 
carboxilasa, el K también disminuye la resistencia a la difusión del COl en el medio. 
OVERNELL (1975) indica que el K estimula la producción de O2 , Esto supone que el 
potasio influye en la cadena de transporte de e- dentro de los tilacoides, mejorando la 
traslocación de fotosintatos debido a la mayor tasa de absorción de CO2 (HART, 1969). 
Sin embargo, según EV ANS y SORGER (1966), la principal función bioquimica del 
catión K' es la activación de varios sistemas enzimáticos, en experimentos en cultivo "in vitro" 
la máxima activación enzimática se obtiene con concentraciones de 40 a 80 mM de K. En plantas 
la concentración de K en el citoplasma es de 100 mM Y esta concentración está tamponada por 
el K presente en las vacuolas. Por ello, actúa en la sintesis de proteínas y posiblemente en la de 
grasas, siendo la demanda de este elemento por parte del viñedo incluso superior a la de 
nitrógeno. 
Respecto a sus carencias, las concentraciones en el suelo de este elemento, sobre todo 
en los no arenosos, hace que las deficiencias de potasio en la vid sean escasas (PEREZ 
CAMACHO, 1992). Por ello no se presentan síntomas visibles inmediatamente. En un primer 
momento hay un reducción en la tasa de crecimiento, y es más tarde cuando aparecen las 
clorosis y necrosis. 
Según investigaciones de PISSAREK (1973) con colza y MORAD (1973) con sorgo, 
los síntomas de deficiencia en K se detectan en primer lugar en la 2" y 3" hoja más vieja y no en 
la más vieja. 
En la vid, estos síntomas visuales que denotan escasez de potasio aparecen a principio 
de verano, primero en las hojas de la parte media de los brotes, con una disminución de la 
intensídad de color verde por los márgen.es, que continúa entre los nervios principales, 
\. 
J 
) 
') 
') 
J 
') 
) 
') 
') 
) 
J 
') 
) 
') 
J 
) 
) 
) 
.:J 
J 
) 
) 
") 
) 
) 
.) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
.J 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
.J 
) 
) 
.J 
, 
21 
posterionnente los márgenes aparecen quemados, (PEREZ CAMACHO, 1992), 
Las plantas que sufren deficiencias en K muestran una disminución de la turgencia, y bajo 
estrés hídrico fácilmente se vuelven flácidas. La resistencia a la sequía es de este modo pobre 
y las plantas afectadas muestran un aumento de la susceptibilidad al peligro de heladas, ataques 
füngicos y condiciones salinas, En plantas con deficiencias en K frecuentemente se observa 
desarrollo anonnal de tejidos y órganos celulares. Según PISSAREK (1973) el suministro 
inadecuado de K resulta en una tasa reducida del crecimiento del cambium en tallos de colza. 
La formación del tejido f1oemático y xilemático se restringe mientras que el tejido cortical se ve 
afectado únicamente en un menor alcance. La lignificación de los haces vasculares se impide por 
la deficiencia de K. 
La deficiencia en K también resulta en un colapso de cloroplastos y mitocondrias 
(KURSANOV y VYSKREBENTZEBA, 1966). El desarrollo de la cutícula se retrasa mucho 
cuando la nutrición en K es baja, 
En la metodología "in vitro" en el medio de cultivo el potasio se añade en fonna de 
nitrato y fosfato comunmente, (medios de GAMBORG, 1974; MURASHIGE y SKOOG, 1962; 
GAUTHERET, 1977). Una fonna menos habitual es como sal de cloro HELLER, 1953 . 
1. 4.3.3 Soportes 
Se denomina soporte a la sustancia que sostiene a la planta en cualquier cultivo y que 
puede ser inerte o no, en el primer caso no influye en los intercambios suelo-planta, mientras que 
en el segundo adquiere una segunda función de vital importancia para los procesos nutricionales 
del vegetal. 
Los seis rnacroelementos minerales necesarios para el crecimiento (N, P, S, K, Mg Y Ca) 
se absorben bajo fonna iónica. 
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En agricultura normal, donde el soporte es el suelo, el complejo coloidal arcilIo-húmico 
del mismo, retiene los diferentes iones mas o menos enérgicamente. Este sistema complica la 
resolución del complejo problema que plantea la absorción de agua y de iones para alimentar la 
planta y mantener el equilibrio adecuado con la aireación del suelo, drenaje y conservación de 
una buena estructura. Por ejemplo, el equilibrio entre el agua y el aire es dificil de optimizar: si 
el suelo conserva agua suficiente, existe el peligro de insuficiente aireación y viceversa. 
En el cultivo hidropónico, la solución mineral circula por el substrato inerte: arena, 
vermiculita, perlita, etc, bien aisladas, bien mezcladas. La principal ventaja de este cultivo 
consiste en poder obtener, en forma constante, el mejor equilibrio entre los minerales, el agua 
y el aire. 
En cultivo "in vitro", el soporte fisico plantea problemas particulares. El desarrollo y 
éxito de los cultivos "in vitro" han estado ligados a la utilización de gelosa o agar, que es un 
polisacárido en forma de mucílago inerte en polvo extraído de algas del género Gelidium. Esta 
sustancia permite solidificar el medio y formar un complejo coloidal con débil poder de retención 
iónica. El agar disuelto forma, pues, un gel que es capaz de retener el agua. Cuanto mayor es 
la concentración de agar, mayor es la fuerza con la que el agua es retenida y permite absorber 
compuestos. Si la concentración de agar se incrementa, cada vez resulta mas dificil para los 
explantos establecer contacto con el medio, con lo que se limita la absorción de los compuestos. 
Generalmente se utiliza a una concentración de 0.6 a 0.8% 
Sin embargo, la gelosa presenta inconvenientes. El principal consiste en ofrecer una 
aireación insuficiente que, como consecuencia, puede inhibir el crecimiento de algunos tejidos . 
Además produce en el medio una elevada humedad relativa, que impide un efectivo intercambio 
gaseoso con el exterior, propiciando problemas posteriores de adaptación de la planta al 
ambiente, fuera del contenedor de vidrio. La composición del agar es, por otra parte, variable 
y mal definida, pudiendo aportar elementos orgánicos y minerales, particularmente 
oligoelementos como cenizas, calcio, bario, sílice, cloruro, sulfato y nitrógeno; también cadmio, 
cromo, cobre, hierro, plomo, magnesio, manganeso y zinc. Aunque estas concentraciones suelen 
estar siempr,e por debajo 10 ppm, hay excepciQnes como el magnesio, donde puede llegar a 430 
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ppm (PIERIK, 1990). Todos estas trazas del agar, tienen el aspecto positivo de actuar 
favorablemente sobre el crecimiento en cultivos poco controlados nutritivamente, donde el 
interés reside exclusivamente en un desarrollo adecuado de la planta. Sin embargo, también lleva 
emparejado el problema de la interferencia en caso de estudios de optimización del medio de 
cultivo, donde la fiabilidad en la concentración de los componentes del substrato, en el cual la 
planta se ha desarrollado, debe ser máxima. 
Por otro lado, el agar está muy influenciado por el pH del medio, ya que cuando éste es 
bajo puede permanecer sin cuajar. Además, el agar también tiene una fuerte influencia sobre el 
fenómeno de alteración morfológica denominado vitrificación, que también se denomina en la 
literatura, translucidez o hiperhidratación, y se define como una alteración fisiológica 
caracterizada por plantas con apariencia cristalina, tallos y hojas delgadas y rigidas, que se 
quiebran con facilidad. Esta alteración aparece especialmente en las plantas que disponen de una 
gran cantidad de agua, como ocurre en los medios líquidos o con baja concentración de agar, 
por lo que, aumentando dicha concentración, generalmente disminuye la vitrificación, existiendo 
ciertos tipos de agar que aumentan particularmente este efecto. 
Para finalizar, desde el punto de vista económico el agar es, con facilidad, el componente 
más caro de los medios nutritivos sólidos. 
l5. OBJETIVOS. 
El objetivo del presente trabajo es optimizar las cantidades de P y K, en la forma de 
fosfato monopotásico a aplicar en el medio nutritivo a fin de mejorar el desarrollo de la variedad 
de viña Ganido fino "in vitro" . Para ello el trabajo se basa en el medio nutritivo (TRONCOSO 
y cols, 1990), el cual está optimizado para el nitrógeno, y sobre él, realizar diferentes ensayos 
con diferentes cantidades de fosfato monopotásico, tras lo cual se efectuará seguimiento de la 
evolución de los explantos de dicha variedad de vid desarrollados en cada uno de los medios. 
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Para analizar la respuesta da las plantas a las diferentes cantidades aplicadas de P y K, 
se realizarán controles biométricos del desarrollo vegetativo consistentes en la cuantificación de 
los parámetros correspondientes. Por otro lado, se efectuarán análisis químicos de los 
contenidos en planta de macro y micronutrientes en diferentes momentos de su desarrollo. 
Paralelamente a esto, también se analízará el contenido en macro y microelementos en 
el soporte usado para el desarrollo de los explantos, que en este caso es arena silícea, a fin de 
eludír las ínterferencías nutricionales del agar y facilitar la metodología analítica, prácticamente 
desconocida en el caso de la gelosa. 
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En este capítulo se describen los materiales y los métodos empleados en la elaboración 
del presente proyecto. 
lLI MATERIAL VEGETAL 
Para este proyecto, se ha empleado la variedad de viña Garrido fino procedente del 
banco de germoplasma del I.R.N.A.S. (C.S.LC). Las características de dicha variedad aparecen 
especificadas en el capitulo de Introducción del presente proyecto. 
11.1.1 OBTENCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL 
Para obtener el material vegetal se realizaron subcultivos partiendo de explantos 
desarrollados ya en condiciones "in vitro" y libres de virus de la variedad Garrido Fino, los 
cuales fueron llevados a cámara de flujo laminar TELST AR AH-10 (foto 5) la cual se limpió con 
alcohol 70% y se mantuvo funcionando al menos 45 minutos antes de comenzar el proceso de 
repicado. 
Las plantas se habían desarrollado en tubos de vidrio de 120 x 25 mm con tapones de 
polipropileno y selladas con P ARAFILM, sobre un medio de agar y solución nutritiva 
TRONCOSO y cols. 1990., las cuales habían crecido en una cámara de ambiente controlado. 
Una vez a punto todo, se pasó a repicar las plantas en la cámara de flujo laminar, se 
sacaron las plantas de los tubos y se dispusieron sobre el papel de filtro, tras lo cual se trocearon 
obteniendo explantos que constaban de un trozo de tallo de un tamaño entre 0.5 y I cm y 
siempre con una yema, luego éstos se sembraron en el nuevo medio con arena y se sellaron de 
nuevo con PARAFILM. 
11.1.2 CONDICIONES DE INCUBACION 
Para la fase de desarrollo y enraizamiento de los explantos, estos se cultivaron en cámara 
de ambient" controlado (foto 6) con tempeflltura de 25±I°C y fotoperiodo de 16h luz. 
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La iluminación se efectuó con tubos fluorescentes F38W/I33-ST Cool Wlúte a una 
distancia de 30 cm del cultivo, que en conjunto aportaban una radiación fofosintética de 30 
~E/m2s-l . 
1l.:Z MEDIO DE CULTIVO 
El medio de cultivo base para el establecimiento "in vitro" del material vegetal fue el de 
TRONCOSO y cols 1990 que aparece en la tabla 1 (Apéndice A). Este medio fue utilizado como 
base en todos los casos independientemente de los modificaciones hechas a cada prueba. 
Para la preparación del medio de cultivo de las diferentes pruebas, se partió del medio 
base general descrito, se ajustó el volumen deseado y se fijó el pH a 5,7 en frío. Acabada la 
operación anterior, en todos los casos se tomó el volumen de medio necesario para cada 
tratamiento y se incorporó la cantidad de nutriente a ensayar para cada una de las distintas 
pruebas, finalizado dicho proceso se añadieron 4 mI de medio a cada uno de los recipientes, 
tubos de ensayo de vidrio de 120 x 25 que contenían 10 g de arena silícea como soporte, 
posteriormente se cerraron con tapones de polipropileno (foto 2). 
La arena silicea utilizada como soporte tenía como características principales: 
-% Si02: >92%. 
-% A1p): <5% . 
-%F~O): <0.5%. 
- % Álcalis: <0.8%. 
- Tamaño del grano: 0.4 - 0.8 mm de diámetro. 
Antes de utilizar la arena fué sometida a un proceso de lavado por decantación, para 
eliminar la existencia de residuos y minerales de tamaño de grano inferior de los relacionados. 
113 ESTERILIZACION 
Una vez preparado el medio, dispensado en los tubos y cerrados con tapones, se 
esterilizó en autoclave "P-selecta Autoester-.G" a 120'C y 1 atm durante 20 minutos (foto 3), 
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asimismo también se esterilizó de la misma fonna el papel de filtro, el cual se usaría 
posterionnente para la extracción de lo explantos. Anterionnente dicho papel se cortó en 
rectángulos y se envolvió en papel de aluminio se introdujo en una bolsa • PERGUT • para 
autoclave. 
El instrumental (pinzas y bisturi) se esterilizó a 250"C en un horno HBS 350 (foto 4 ) 
(en el cual la transmisión del calor se efectúa por medio de pequeñas esferas de vidrio) durante 
10 segundos. La esterilización del instrumental se realizó al menos siempre que se comenzó a 
trabajar con un nuevo explanto. 
1M ANALlSIS QUlMICOS DE LAS PLANTAS 
Para realizar el seguimiento nutricional de las plantas, la materia vegetal de cada ensayo 
fué analizada para determinar los nutrientes esenciales N, P, K, Ca, Mg, eu, Zn, Mn, Fe. 
H.4.! PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS. 
El material vegetal compuesto por plantas completas desarrolladas en los distintos 
tratamientos, se lavó con agua destilada, se secó y se introdujo en una estufa con circulación de 
aire a 65 oC durante un tiempo de 2 a 3 días, la muestra se molió en mortero de porcelana y se 
introdujo en sobres de papel y estos a su vez en desecador. 
Una vez así preparadas, y dado el escaso material vegetal disponible, se fueron tomando 
cantidades de muestra en función de la disponibilidad de la misma, así tenemos que para las 
diferentes muestras se tomaron diferentes cantidades de material, los cuales oscilaron entre 0,02-
0,1 g . 
Las muestras se colocaron en cápsulas de platino y se introdujeron en el horno frío, 
elevando la temperatura hasta 450 oC en 2 horas, tras mantenerlas a esa temperatura durante 2 
horas más, las muestras se secaron y se dejaron enfriar en desecador (las cenizas obtenidas eran 
generalmen~e de color claro) . 
• • 
f 
Foto 2.- Tubo de ensayo. 
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Foto 4.- Horno de esterilización. 
Foto 5.- Cámara de flujo laminar. 
Foto 6.- Cámara de ambiente controlado. 
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Estas cenizas al enfriarse se pesaron y se humedecieron con 2-3 mi de agua destilada mas 
I mI de CIH concentrado, añadido lentamente, luego se calentaron en placa caliente hasta la 
aparición de los primeros vapores, y se añadió unos ml de agua destilada para enfriar. La 
muestra resultante se filtró sobre filtros sin cenizas recogiendo el filtrado sobre un matraz 
aforado de 25 ml, se lavó 3 ó 4 veces con agua tibia, y se enrasó con agua después de enfriar 
la solución. 
Il .4.2 DETERMINACION DE Ca, Mg, K, Fe, Mn y Zn. 
Para la determinación de estos elementos se utilizaron técnicas de espectrometría de 
absorción atómica. El potasio se determinó por espectrometría de emisión. En ambos casos se 
utilizó espectrómetro Perkin-Elmer mod.300 (C. 1.1. T.D.F., 1969). 
IlA.3. DETERMINACION DE FOSFORO 
De acuerdo con las cantidades de este elemento esperadas en las muestras se eligió para 
la determinación de fósforo el método de M. DUMAS (pINTA Y cols, 1969) ( Métodos de 
análisis deII.R.H.O.), que se fundamenta en una determinación colorimétrica por formación de 
un complejo amarillo por parte del ácido fosfórico en presencia de '1" y de Mo·· 
El método consiste en hacer reaccionar en un matraz de 50 mi, 15 mi de solución 
procedente de la mineralización con 10 ml de reactivo para colorimetría (constituido por una 
solución IÚtrica de vanadato y molibdato amónico), luego se espera media hora, tras lo cual se 
efectúan las lecturas en espectrofotómetro a 420 nm. También se hace en las mismas condiciones 
un blanco con los reactivos y la curva de P de O a 1,6 ppm. 
Il.4.4. DETERMINACIÓN DE NlTROGENO 
EllÚtrógeno se determina directamente desde el material vegetal. El método consiste en 
someter a la muestra vegetal a una ebullición en un matraz Kjeldahl de digestión, con una 
solución de SO,K2, SO,Cu desecado y sele .... io (catalizadores de digestión), en presencia de 
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SO.H2· 
Después del ataque se enfría el contenido del matraz por adición de agua destilada, el 
resultado de la digestión se destila en un Microkjeldahl en presencia de sosa, el destilado se 
recoge en un vaso de precipitado con ácido bórico al 2% en presencia de un indicador y cuando 
vire, el destilado final se valora con CIH (PINTA Y cols, 1969) ( Métodos de análisis del 
I.R.H.O.). 
ll5 ANALISIS DEL SOPORTE 
Para el seguimiento de la movilidad de nutrientes en el tiempo, se analizaron los restos 
de nutrientes existentes en el substrato en los mismos tiempos de las tomas de las muestras de 
vegetales. 
Dada la naturaleza química, minerológica y granulométrica del soporte, arena gruesa 
silícea. La aportación de nutrientes por parte del mismo se considera nula. Los restos del medio 
nutritivo se extrajeron mediante lavado con agua. La extracción de nutrientes se efectuó de dos 
en dos tubos, los contenidos de dos tubos correspondientes a un mismo tratamiento y a una 
misma toma, se vertieron sobre papel de filtro Walkman 40, luego se fue lavando con agua 
destilada sobre un matraz de 100 mI hasta negar al enrase. 
En el caso de los tratamientos al 10% de la concentración normal, se unieron las 
extracciones correspondientes a cada uno de los tratamientos, para luego llevarlas a 100 mI por 
evaporación. 
Las extracciones se guardaron en frascos de plástico a 4°C para su posterior análisis. 
En las determinaciones analíticas de los nutrientes se utilizaron los mismos métodos 
descritos para el material vegetal. Puesto que en el medio nutritivo existe nitrógeno amoniacal 
y nítrico las determinaciones de nitrógeno fueron dos. El N en forma amónica se determínó 
mediante la ~estilación de la disolución extraí!la en Microkjeldahl, de la misma forma que el N 
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total en las muestras vegetales, exceptuando el capitulo de la digestión. 
El N en forma nitrica se determinó por espectrofotrometria ultravioleta. En la 
determinación de nitratos en la disolución, se siguió básicamente, el método descrito en Standard 
Methods (FRASON, 1985). 
La determinación está basada en la absorción que presenta el ion nitrato a 220 nm, 
longitud de onda que también absorbe cierta materia orgánica. Por esta razón es necesario 
realizar una segunda lectura a 275 nm en la cual solo se absorbe materia orgánica y no nitrato. 
Esta segunda lectura sirve para corregir el valor de la primera, pero la corrección sólo es fiable 
si el valor de la absorbancia a 275 nm es inferior al \0% de la absorbancia a 220 nm. 
Las curvas de patrones se preparan a un intervalo de 0,2 - 0,5 mg de N-NO¡ll. 
Il6 TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 
Para el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos, se ha empleado el paquete 
estadistico informático: STATGRAPHICS, ver. 4.0 de la casa Graphic Sofware System, Inc. 
(U. S.A.). Con el mismo se han calculado: Estimadores de centralización y dispersión, 
comparación entre medidas mediante cálculo de la t de Student y análisis de varianza, asi como 
coeficientes de correlación determinando los test de conformidad con una distribución normal. 
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I/L] PRUEBA A. Media base al] 0% y cancentracianes crecientes de fasfato monop(}tásica. 
m . l . l DISEÑO EXPERIMENTAL 
En esta primera prueba, se partió del medio base de Troncoso y cols, 1990, a un 10% 
de su concentración. Las modificaciones consistieron en ir aumentando las cantidades de fosfato 
monopotásico añadidas al medio citado según se indica a continuación: 
mg/I 
1°._ 17 
2°._ 34 
3°._ 51 
mM 
0,1250 
0,2500 
0,3750 
Es decir, un 10% del fosfato mono potásico del medio de Troncoso y cols, 1990 y la 
misma cantidad pero incrementada 2 y 3 veces. 
Se realizaron 30 repeticiones por tesis lo que significa 90 repeticiones en el total de esta 
prueba. 
1Il. 1.1.1 Parámetros considerados: 
Longitud de las plantas, medida desde la base (zona de contacto con el medio de cultivo) 
hasta la yema apical. 
Número de yemas, es decir el número de yemas sin brotar existentes a lo largo del tallo, 
incluida la apical. 
Número de brotes o ramificaciones, o lo que es lo mismo, yemas brotadas que han dado 
origen a una ramificación. 
Porcentaje de aparición del sistema radicular, en el caso de hacerse éste visible, ya que 
el substrato de arena silícea no permite observar la evolución de las raíces a lo largo de su 
desarrollo. 
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Número de raíces y longitud de las mismas, en este caso las mediciones sólo se realizaron 
al extraer la planta para las determinaciones analíticas, por la causa apuntada anteriormente. 
Peso fresco y seco, al igual que con las raíces, cuantificados una vez extraída la planta 
del medio, por ser una medida destructiva. 
Análisis de macro y micro nutrientes de la planta completa y de la arena silícea usada 
como soporte de la planta y del medio . 
III.I . 1.2 Duración de la prueba 
La prueba se mantuvo en las condiciones ensayadas durante dos meses y medio, nueve 
semanas, efectuándose medidas semanales de los parámetros indicados. Respecto a los análisis, 
de todos los tratamientos se realizaron tres tandas, la primera al mes y medio, la segunda a los 
dos meses y la tercera a los dos meses y medio. 
III. 1.2 DESARROLLO DE LA PLANTA 
Dado que nos encontramos dentro de la metodología del cultivo "in vitro" es de interés 
destacar la incidencia que tuvo la contaminación final que en esta prueba fue de 6% de plantas 
en la tesis 1, 4% en la tesis 2 y 4% en la tesis 3. 
HU .2. I. Resultados 
En la figura l se indican las longitudes medias de las plantas desarrolladas en cada uno 
de los tres tratamientos en este medio bajo en nutrientes. 
Se observa en dicha figura que hay un aumento de la longitud del explanto a medida que 
aumenta la dosis de fosfato monopotásico a los niveles ensayados llegando a valores próximos 
al .4 cm. Sin embargo, no existen diferencias estadísticamente significativas como se indica en 
la tabla 11 C. Apéndice A). 
)vVvVvVVV~VvVVUVVUVUVUvUUUUUUVUvUUUuvUvvvv0vv000u 
FIGURA 1.- EVOLUCION DE LA LONGITUD DE PLANTAS DE VID GARRIDO FINO CRECIENDO EN MEDIO BASE 
AL 10% CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FOSFATO MONOPOTASICO 
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En la figura 2 se indica la evolución a lo largo de los dos meses y medio, del número 
medio de yemas cuantificadas en los explantos según los tratamientos de fosfato monopotásico 
en el substrato con una décima parte de nutrientes. Se observa en dicha figura una evolución 
similar a la descrita para la longitud, es decir, un ligero aumento del número de yemas, no 
significativo, tabla 1Il, a medida que se incrementa la concentración de fosfato monopotásico, 
al final del experimento el número de yemas en medio con 51 mgll de KH2PO 4 es de 3.35. 
Por otro lado, en ninguno de los casos se produce una brotación de las yemas siendo 
total la dominancia apical. 
Respecto a la aparición de raíces a lo largo del período de duración de la prueba, sí 
resulta de interés, como se indica en la tabla IV, la precocidad de emisión radicular de los 
explantos de Garrido fino ya en la primera semana de muestreo. Es decir, durante los primeros 
siete días, el tratamiento con 17 mg/l de fosfato monopotásico proporciona un 51 % de explantos 
enraizados, cuando no se había producido prácticamente movimiento alguno en la parte aérea. 
En la tabla V se indica el número y longitud radicular obtenidos en esta prueba, se 
observa, respecto al número medio de raíces que no existe un aumento de las mismas a lo largo 
de las tomas en ninguno de los tres tratamientos, tampoco el nivel de fosfato monopotásico 
parece intervenir en el número de raíces aunque cuando se adicionan al medio 51 mgll de esta 
sal existe un cierto incremento en dicho número, pero sin significación estadística. Respecto a 
la longitud media ya en la primera toma en todos los tratamientos se alcanza un valor superior 
a 3 cm llegando a 4 en el tratamiento de 34 mg/I, sin existir de nuevo una relación significativa 
ni con el tiempo de duración de la prueba ni con el tratamiento ensayado. 
En las figuras 3a, 3b Y 3c, se observan los valores de los pesos fresco y seco tanto de la 
parte aérea y raíz, como de la planta completa en las tres tomas efectuadas, es decir, a los 45, 
60 Y 75 días desde la siembra respectivamente de plantas de Garrido fino según la concentración 
de fosfato monopotásico en el medio. 
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FIGURA 2.- EVOLUCION DEL NUMERO DE YEMAS DE PLANTAS DE VID GARRIDO FINO CRECIENDO EN 
MEDIO BASE al 10% CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FOSFATO MONOPOTASICO 
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En la primera toma, figura 3a, se observa una acumulación de peso fresco en el total de 
la planta a medida que aumenta la concentración de la sal en el medio (r-0.757), esta 
acumulación se intensifica en el tratamiento mas elevado de fosfato monopotásico. El peso seco 
de la parte aérea, raíz y por tanto del total de la planta, se mantienen relativamente constantes, 
lo que indica una acumulación de agua en la dosis alta como se observa en la figura 3d. En la 
segunda toma, figura 3b Y sobre todo, al final del experimento, figura 3c, el comportamiento de 
estos parámetros está mas de acuerdo con la biometria, ya que hay una aumento de todos ellos 
y en particular el peso seco del total de la planta cuando se aumenta la cantidad de fosfato desde 
17 a 34 mg/l. Así, en la última toma el contenido relativo de agua disminuye claramente con la 
concentración de fosfato en el medio (r--0.995), figura 3d. 
Por todo ello, comentando solamente los resultados obtenidos a! final de la prueba, 
figura 3c, en los tratamientos empleados al 10% de concentración del medio base, se observa, 
que existe un máximo de peso fresco a la concentración de 34 mg/l de fosfato mono potásico en 
el medio. En la raíz el peso fresco aumenta, en relación directa al contenido de KH2PO. en el 
medio (r-0.78). Ello hace, que el peso medio fresco de la planta completa sea similar en los tres 
tratamientos al fina! del experimento. El peso seco de la parte aérea aumenta con el contenido 
de fosfato (r-O.%5) como se observa en dicha figura, ello unido al incremento del peso seco de 
la raíz en los dos tratamientos con concentración mas alta, hace que la biomasa, es decir, el peso 
seco de la planta completa sufra un incremento, a medida que aumenta la concentración de 
fosfato monopotásico en el substrato. (r-0.896). 
También se ha calculado el cociente entre peso seco de la parte aérea y peso seco de raíz, 
figura 3e, y de nuevo se observa un comportamiento diferente entre este parámetro en las 
mediciones de la primera toma y las tomas de 60 y 75 días. A los dos meses del experimento y 
hasta el final del mismo se observa un aumento de la raíz y un consecuente descenso de dicho 
cociente respecto a a! parte aérea inducido por la dosis de 34 mg/l, los niveles se mantienen 
cuando se aumenta el contenido de fosfato mono potásico a 51 mgll. 
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III.1.3. ANALISIS QUIMICOS 
Paralelamente a las mediciones efectuadas en plantas se realizaron los análisis químicos 
de nutrientes cuyos resultados se exponen en las figuras 4 - 12. Se empleó material vegetal 
procedente de los explantos "in vitro" desarrollados en cada uno de los tratamíentos al 10%, 
analízando la planta. Se efectuaron tres tandas de análisís en los tres momentos antes 
determinados. 
Los resultados del análisis químico no mostraron diferencias en los tres períodos de 
toma, por esa razón los datos que se recogen en las figuras se refieren al final de los 70 días. 
El análisis químico de nutrientes (Tabla VII (Apendice A», muestra en los casos de 
nitrógeno, potasio, cobre y manganeso una ligera disminución de las concentraciones con el 
aumento del tratamiento fosforopotásico. Calcio, magnesio, hierro y zinc disminuyen algo sus 
concentraciones para luego aumentar algo. En el caso del fósforo aumenta siempre la 
concentración del elemento en la planta. Estos resultados indican que a pesar de la escasez de 
nutrientes la planta los utiliza para producir biomasa siempre que alguno de los elementos no 
actúe como factor Iimitante, siendo mejor utilizados aquellos de mayor necesidad bioquímica. 
En el caso del fósforo, elemento suministrado en cant~dades crecientes aumenta su concentración 
por no poder participar en la generación de biomasa al existir otros nutrientes en cantidades 
carenciales. En la tabla VI (Apendice A) se exponen datos de contenido en nutrientes de 
variedades y patrones de vid considerados como normales (VILLEGAS 1990), y en la que se 
aprecia claramente diferencias con los resultados obtenidos en el presente proyecto, muy por 
debajo de esos valores. 
Para completar la información de este experimento las figuras 13 - 20 recogen los 
resultados obtenidos de los extractos del soporte. Las figuras muestran como era de esperar 
comportamientos complementarios en cuanto a concentraciones de macro y micro nutrientes en 
el soporte. Las anormalidades en la tendencia se deben sin duda a las dificultades analíticas por 
las bajas concentraciones manejadas; en cualquier caso, el tratamiento estadístico, no reveló 
significancia alguna (Tabla VIII (Apendice A». 
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FIGURA 4.- EVOLUCION DEL % N EN PLANTA EN FUNCION DEL 
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FIGURA 6.- EVOLUCION DEL % K EN PLANTA EN FUNCION DEL 
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FIGURA 5.- EVOLUCION DEL % P EN PLANTA EN FUNCION DEL 
TRATAMIENTO 
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FIGURA 7.- EVOLUCION DEL % Ca EN PlANTA EN FUNCION DEL 
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FIGURA 8.- EVOLUCION DEL % Mg EN PLANTA EN FUNCION DEL FIGURA 9.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Fe EN PLANTA EN 
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FIGURA 10.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Cu EN PLANTA EN 
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FIGURA 11.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Zn EN PLANTA EN 
FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 12.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Mn EN PLANTA EN 
FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 13.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE NITRATO DEL 
SOPORTE EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 16.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE Ca EN EL 
SOPORTE EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 17.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE Mg EN EL 
SOPORTE EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 19.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE Cu EN EL 
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FIGURA 18.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE Fe EN EL SOPORTE 
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FIGURA 20.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE Zn EN EL 
SOPORTE EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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1/1.1. PRUEBA B. Medio base al 100% JI concentraciones crecientes de fosfato 
mono potásico 
IIL2. 1. DISEÑO EXPERIMENTAL. 
Al ser una prueba unida íntimamente a la anterior y simultánea, son válidas las 
indicaciones referidas a la prueba A respecto a duración y parámetros a medir, no así, en relación 
al diseño experimental que basado igualmente en el medio base de Troncoso y cols, 1990, 
pretende cubrir los niveles superiores, es decir, cantidades doble y triple de fosfato 
monopotásico según se indica a continuación. 
mg/l 
1°._ 170 
2°._ 340 
3°.-510 
mM 
1,250 
2,500 
3,750 
Al igual que en la prueba anterior, el número de repeticiones fueron 30 por tesis, por ello 
vuelven a ser 90 en el total de la prueba, que unida a la prueba A hace un total de 180 explantos 
estudiados de Garrido fino. 
III.2.2. DESARROLLO DE LA PLANTA 
Respecto a las incidencias cabe destacar las contaminaciones habidas que fueron 4% de 
las plantas de la tesis 1, 2% para las plantas de la tesis 2 y un 5% para las plantas de la tesis 3. 
I1I .2.2.1. Resultados 
En la figura 21, se indican las longitudes alcanzadas por los explantos en cada una de las 
tomas efectuadas y para cada dosis de fosfato monopotásico. Se observa en dicha figura, el 
fuerte incremento en longitud sufiido por las plantas de la dosis de 340 mg/l de fosfato 
monopotásico, (foto 7), ello hace que a partir de la segunda semana, el crecimiento de los 
explantos de Garrido fino sea estadísticamente !11uy superior a los observados en los dos medios 
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FIGURA 21.- EVOLUCION DE LA LONGITUD DE PLANTAS DE VID GARRIDO FINO CRECIENDO EN 
MEDIO BASE AL 100% DE CONCENTRACION CON DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO MONOPOTASICO 
longitud de la planta (cm) 
6 ·,-------
5 
4 
3 
2 '" , "" " " ~ " ",' .. ,." ----, 
1~ -- ~ . . ~~ 
I 
o ~· ----------------------------------------~ 
170 340 510 
concentraciones de fosfato monopotásico (mg/I) 
-- Semana 1 
+ Semana 2 
* Semana 3 
....... Semana 4 
* Semana 5 
+ Semana 6 
"' Semana 7 
-tf- Semana 8 
Semana 9 
) 
J 
) 
J 
) 
-) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
') 
) 
') 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
") 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
"\ 
Foto 7.- Desarrollo vegetativo de plantas de vid "Garrido fino" 
sometidas a diferentes tratamientos de fosfato mono potásico. 
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restantes (tabla 11). 
En la figura 22 se indica la evolución del número de yemas según la dosis de fosfato 
monopotásico en las diferentes semanas de duración de la prueba, de nuevo se observa como 
la dosis de 340 mg/l y a partir de la segunda semana, induce un número de yemas muy superior 
(tabla JIl) a la dosis habitual del medio siendo este número de yemas de 6.52 frente a 3.35 
respectivamente. Al final del experimento el número de yemas inducido en la dosis mas alta, 5 I O 
mg/l, es similar estadísticamente al obtenido con 340, aunque el número medio de yemas es una 
unidad inferior en esta dosis . 
Al igual que ocurriera con los medios con nutrientes al 10%, ninguna de las yemas 
laterales se desarrollan, volviendo a ser muy fuerte la dominancia apical, por ello, en todos los 
casos el número de brotes es 1, es decir, el apical. 
Respecto al grado de aparición radicular (tabla IV), al igual que la prueba anterior la 
iniciación de la raíz es muy temprana y ya en el primer muestreo, es decir, a la semana de 
comenzada la prueba, se detectan raíces en las plantas de todos los tratamientos, llegando 
incluso en el de mayor concentración de fosfato monopotásico a un 61% de plantas enraízadas. 
Al final del experimento, la mayoría de las plantas, por encima del 80%, poseen raíz llegando 
al 100% en las plantas del tratamiento con dosis doble de la normal de fosfato monopotásico. 
No se encuentran diferencias significativas entre los porcentajes en los diferentes tratamientos 
a lo largo de la prueba. 
Respecto al número de raíces cuantificado excepto en el tratamiento de 510 mg/l, no se 
encuentra un aumento del número de raíces a lo largo del crecimiento de la planta. El 
comportamiento de este parámetro es bastante irregular, tanto dentro de las tomas como de los 
tratamientos, así el número medio mas elevado de raíces, 3.1 1, tabla V, se obtiene en la prímera 
toma en el tratamiento con la dosis más baja de fosfato monopotásico, y el número mas bajo en 
esa misma toma pero con la dosis mas elevada de esta sal. Algo parecido ocurre con la longitud, 
tabla V, que no sufre variaciones importantes de acuerdo con el tiempo y las dosis de fosfato 
mono potásico, estando en todos los casos en~re 2.4 y 3.14 cm. 
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FIGURA 22.- EVOLUCION DEL NUMERO DE YEMAS DE PLANTAS DE VID GARRIDO FINO CRECIENDO EN 
MEDIO BASE AL 100% DE CONCENTRACION CON DIFERENTES NIVELES DE FOSFATO MONOPOTASICO 
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En las figuras 23a, 23b y 23c se indican los valores de los pesos fresco y seco tanto de 
la parte aérea y raiz, como de la planta completa a los 45, 60 Y 75 días desde la siembra 
respectivamente de plantas de Garrido fino según los niveles de fosfato monopotásico en el 
medio base al 100010 de concentración. Se observa en dichas figuras que en las tres tomas existe 
un aumento muy marcado de biomasa de las plantas de la concentración de 340 mgll de fosfato 
monopotásico, sobre todo en lo referente a peso fresco, no siendo así en cuanto al peso seco. 
Ello implica un aumento del contenido relativo de agua, figura 23d, en relación al contenido, de 
fosfato monopotásico en el medio (r=0.873; 0.987 y 0.905) respectivo para cada toma. 
Es de interés destacar también como al final del experimento el cociente parte aérea! raíz 
aumenta sensiblemente en las plantas del tratamiento de 340 mgll, figura 23e, ello indica que a 
esta concentración la producción de materia verde en la planta es superior a la de raíz. 
III.2.3. ANALISIS QUÍMIco 
Además de las mediciones morfológicas, se realizaron los análisis químicos de las 
plantas. En este caso, el material vegetal empleado fué el procedente de los explantos "in vitro" 
de los ensayos preparados a concentración normal, y todo el proceso siguiente es idéntico al 
efectuado para la prueba A . 
Al igual que en el mismo apartado de la prueba A, no cabe señalar ninguna incidencia 
de importancia. 
El análisis químico de nutrientes, figuras 24 - 32, revela cambios en las concentraciones 
de elementos en plantas respecto a la experiencia A. Nitrógeno y cobre no cambian de 
concentración durante el tiempo de la experimentación. Fósforo, calcio, magnesio y zinc 
presentan mínimos coincidiendo con la concentración de 340 mgll; potasio y manganeso 
aumentan siempre de concentración. Las concentraciones de hierro tienen el máximo de 
concentración a la concentración de 340 mg!l de monofosfato potásico. 
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FIGURA 24.- EVOLUCION DEL % N EN PLANTA EN FUNCION 
DEL TRATAMIENTO 
FIGURA 25.- EVOLUCION DEL % P EN PLANTA EN FUNCION 
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FIGURA 26.- EVOLUCION DEL % K EN PLANTA EN FUNCION FIGURA 27.- EVOLUCION DEL % Ca EN PLANTA EN FUNCION 
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FIGURA 28.- EVOLUCION DEL % Mg EN PLANTA EN FUNCION 
TRATAMIENTO 
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FIGURA 30.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Cu EN PLANTA EN 
FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 29.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Fe EN PLANTA EN 
FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 31.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Zn EN PLANTA EN 
FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 32.- EVOLUCION DE LAS ppm DE Mn EN PLANTA EN 
FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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Al comparar estos valores con los expuestos por Villegas, (tabla VI), se observa que en 
todos los macronutrientes los valores encontrados para esta variedad Garrido Fino son menores 
En cuanto a las concentraciones de los micronutrientes analizados, se observan fuertes 
diferencias para hierro y cobre por exceso y defecto respectivamente, 
De la observación de las variaciones en concentración de elementos esenciales en el 
material vegetal de esta experiencia 8 parece deducirse que la utilización de nitrógeno es en 
todo los casos la adecuada, circunstancia que está de acuerdo con la optimización que el medio 
Troncoso había recibido en cuanto a nutrición nitrogenada, y no existir factor limitante. 
El fósforo, que junto con el potasio es la variable de experimentación en estas 
experiencias se comporta de manera que su concentración disminuye en las plantas hasta el 
tratamiento de 340 mg/l, demostrando su contribución en la producción de biomasa, 
coincidiendo la inflexión con los máximos de desarrollo de vegetal anteriormente comentados, 
A partir de esas concentraciones comienza a acumularse en el vegetal . 
El potasio que es un elemento muy móvil en el interior de la planta se utilizaba 
completamente en la Prueba A. En esta prueba se acumula en los tejidos, también, por 
contenerse en el medio empleado en condiciones suficientes 
Calcio y magnesio siguen comportamientos parecidos en las dos pruebas, Estos 
elementos deben contribuir más o menos en el desarrollo del vegetal en función de la carencia 
de otros, y sus concentraciones en el medio nutritivo empleado deben ser adecuadas, 
Todas las apreciaciones realizadas sobre los resultado del análisis químico de nutrientes 
en el material vegetal de la Prueba 8 fueron sometidas al tratamiento estadístico (Tabla VII) sin 
encontrar relaciones significativas. 
Los resultados del seguimiento de nutrientes en el soporte se recogen en las figuras 33 
a 40, La fig 33, como la fig I3 correspondiente a la Prueba A, muestran las concentraciones 
residuales de nitratos El nitrógeno es asimilado fuertemente para creación de biomasa hasta el 
JUUUUUV~VUUU0uUUUUVUUVUUU~00V0v000U0VVU0V0UJVUVJv 
FIGURA 33.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN NITRATOS DEL 
SOPORTE EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 34.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN P DEL 
SOPORTE EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
0,25 
0,2 
0,15 .-
0,1 
0,05 
O 
170 340 510 
concentraciones de fosfato mono potásico ( mgll). 
FIGURA 36.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN Ca DEL SOPORTE 
EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 37.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN Mg DEL SOPORTE FIGURA 38.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN Fe DEL SOPORTE 
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FIGURA 39.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN Cu DEL SOPORTE 
EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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FIGURA 40.- EVOLUCION DEL CONTENIDO EN Zn DEL SOPORTE 
EN FUNCION DEL TRATAMIENTO 
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óptimo de crecimiento (correspondiente al tratamiento de 340 mgII de sal de fósforo). A partir 
de ese valor comienza a ser utilizado en menores cantidades. 
Es de resaltar que no fue nunca detectada presencia de amonio en los extractos 
residuales de soporte, y puesto que la posibilidad de nitrificación por bacterias nitrificantes 
parece estar excluida, parece que las plantas asimilan preferentemente las cantidades presentes 
en el medio nutritivo. 
Las concentraciones de fósforo en el soporte aumentan en toda la experimentación, 
suavemente al principio (hasta el valor critico de 340 mgll) y con mayor pendiente a 
continuación. El fósforo asimilado próximo al óptimo de desarrollo vegetal, es consumido 
lentamente y empieza a sobrar a continuación. 
Potasio, calcio, magnesio y zinc siguen un comportamiento análogo al nitrógeno, y es 
también su concentración mínima coincidente con el máximo desarrollo vegetal a la dosis de 
tratamiento de los 340 mgll de monofosfato potásico. 
Los cambios en las concentraciones de nutrientes residuales en los extractos del soporte 
son a veces tan marcadas (caso del potasio, calcio y zinc) que llegan a ser estadísticamente 
significativas sus relaciones con el tratamiento (Tabla V1II). 
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IV,1. DESARROllO EN LONGITUD DE LA PLANTA "IN VITRO" 
Comparando los resultados de las pruebas A y B, en la figura 41 se indica la evolución 
de la longitud media de las plantas de Garrido fino en cada uno de los muestreos semanales 
efectuados para ambas pruebas, donde por otro lado hay que resaltar los bajos índices de 
contaminación encontrados. Se observa en dicha figura que existen dos niveles claramente 
diferenciados (t=4.53 p<0.05) en cuanto a este parámetro dependiendo de que la concentración 
de fosfato monopotásico esté a concentración 100% (170, 340 Y 510 mg/l) o al 10% (17, 34 Y 
51 mgll). Así en todas las tomas las concentraciones de fosfato monopotásico a una décima 
parte de concentración, resultan claramente Iimitantes por insuficientes para el desarrollo de la 
planta, estas carencias se van acentuando a medida que la planta crece y por tanto precisa de 
mas nutrientes, por ello, en la tabla n se observa como en las tomas S y 9, es decir a la S" y ga 
semana los crecimientos en las dosis de 17 y 34 mg/l son significativamente bajos y, por tanto, 
dichas dosis resultan carenciales para la micropropagación de plantas de Garrido Fíno. Por ello 
se observa, tanto en la figura 42, donde se representa la longitud media pero en relación a los 
tratamientos, como en la citada tabla n, las concentraciones mas altas, es decir la habitual de 
170, y las mas elevadas de 340 y 510 mg/l inducen plantas significativamente mas largas. 
Hay que destacar en la figura 42 la acción que sobre el desarrollo de la planta tiene el 
nivel de 340 mg/l de fosfato monopotásico, (fotos S, 9, 10, 11, 12 Y 13) ya que induce un 
crecimiento mucho mayor (p<0.05) que el resto de concentraciones usadas a partir de la segunda 
semana de muestreo, también la concentración de 510 mg/l mejora el crecimiento respecto al 
obtenido con la de 170 mg/l, pero excepto en la tercera semana, las diferencias no son 
estadisticamente significativas, tabla n, por lo que se detecta un efecto de toxicidad promovido 
por esta concentración tan elevada. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Matte, 
1996 en explantos de Rupestris de Lot. 
Los crecimientos alcanzados mejoran sensiblemente los obtenidos en ensayos anteriores 
para yemas similares de esta variedad cultivada en medio de Troncoso y cols, 1990 y con agar 
como soporte. Así, la longitud alcanzada por estas plantas a los 30 días fue de 0.94 cm (datos 
no publicados). Sin embargo, como se observa en las figuras 41 y 42 el crecimiento al mes en 
JGW~~G~~~G~~~~~0G~0GuL~~vv~v~Vv0vJ0V0uv~U~~0~0~0U 
FIGURA 41.- EVOLUCION DE LA LONGITUD DE PLANTAS DE VID GARRIDO FINO CRECIENDO EN 
MEDIOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FOSFATO MONOPOTASICO 
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FIGURA 42.- EVOLUCION DE LA LONGITUD DE LAS PLANTAS EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES DE 
FOSFATO MONOPOTASICO A LO LARGO DE LAS DIFERENTES SEMANAS 
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Foto 8.- Desarrollo vegetativo presentado por plantas de vid 
"Ganido fino" correspondientes al tratamiento de 17 mgll de 
fosfato monopotásico a los 60 días de su cultivo. 
Foto 9.- Desarrollo vegetativo presentado por plantas de vid 
"Ganido fino" correspondientes al tratamiento de 170 mgll de 
fosfato mono potásico a los 60 días de su cultivo. 
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Foto 10.- Desarrollo vegetativo presentado por plantas de vid 
"Garrido fino" correspondientes al tratamiento de 34 mg/l de 
fosfato monopotásico a los 60 días de su cultivo. 
Foto 1I.- Desarrollo vegetativo presentado por plantas de vid 
"Garrido fino" correspondientes al tratamíento de 340 mg/l de 
fosfato monopotásico a los 60 días de su cultivo. 
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Foto 12.- Desarrollo vegetativo presentado por plantas de vid 
"Garrido fmo" correspondientes al tratamiento de 51 mgll de 
fosfato monopotásico a los 60 días de su cultivo. 
Foto 13.- Desarrollo vegetativo presentado por plantas de vid 
"Garrido fino" correspondientes al tratamiento de 510 mgll de 
fosfato mono potásico a los 60 días de su cultivo. 
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el mismo substrato con el doble de fosfato monopotásico y usando arena silícea como soporte 
es de 1.97 cm, es decir, mas de dos veces la obtenida en el ensayo anterior. 
IV.l. NÚMERO MEDIO DE YEMAS 
En las figuras 43 Y 44 se indica la evolución del número de yemas según las tomas y los 
tratamientos respectivamente. Al igual que ocurriera en el caso de la longitud, se encuentra una 
diferencia muy clara (t=3 .76 p<0.05) entre el número medio de yemas desarrollado en los 
tratamientos con aportes de fosfato monopotásico inferiores a 170 mg/l y el encontrado por 
encima de esta concentración, tabla ill. De nuevo, dentro de los tratamientos altos, es decir, 
170, 340 Y 510 mgll, se observa (figura 44) un número de yemas estadisticamente mayor, tabla 
1Il, en las plantas desarrolladas en el medio con 340 mgll, ya desde la segunda toma. 
Transcurrido el tiempo de duración de la prueba el número medio de yemas por planta obtenido 
en este tratamiento es de 6.52 que junto con el encontrado en el de 510 mgll, 5.44 es muy 
superior al del resto de las plantas de los diferentes tratamientos ensayados, sin embargo el 
descenso encontrado en el número de yemas de este tratamiento parece indicar un exceso de 
fosfato monopotásico, por tanto no metabolizable, quizás perjudicial, para la aparición de 
yemas. 
Por otro lado el número de yemas por planta obtenido en las condiciones del 
experimento con la dosis de 340 mgll de fosfato monopotásico y con arena silícea a los 30 dias 
es de 2.97, superior al inducido en medio solidificado con agar y con dosis de I 70 mg/l de dicha 
sal, que fue de 2. \3 . 
Hay que resaltar que en ninguno de los tratamientos efectuados se encuentran yemas 
desarrolladas, es decir no hay inducción de nueva brotación, debido a una clara dominancia 
apical que hace prácticamente imposible el desarrollo de las yemas laterales, ello, es una 
circunstancia no deseable ya que al no existir yemas desarrolladas, el éxito del siguiente 
subcultivo, así como la tasa de multiplicación se ven sensiblemente reducidos. 
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FIGURA 43.- EVOLUCION DEL NUMERO DE YEMAS DE PLANTAS DE VID GARRIDO FINO CRECIENDO EN 
MEDIOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FOSFATO MONOPOTASICO 
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FIGURA 44.- EVOLUCION DEL NUMERO DE YEMAS DE LAS PLANTAS EN FUNCION DE LAS 
CONCENTRACIONES DE FOSFATO MONOPOTASICO A LO LARGO DE LAS DIFERENTES SEMANAS 
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¡V.3. DESARROLLO RADICULAR 
Uno de los problemas que presenta el uso de arena silícea como soporte de la planta en 
el cultivo "in vitro" frente al agar es su opacidad, es decir, no es posible estudiar la evolución 
del sistema radicular durante el desarrollo del explanto dado que no es visible. En el presente 
trabajo se ha procurado paliar este problema aprovechando la extracción de parte del material 
a los 45, 60 Y 75 días para su análisis, para poder conocer los valores de otros parámetros entre 
ellos el número y longitud radicular. Por otro lado se ha realizado una medida indirecta pero 
fiable consistente en estudiar la presencia o ausencia de raíz, cuando ésta era visible, bien en la 
superficie del substrato o bien en la unión de éste con el cristal del tubo de ensayo. Este estudio 
se considera de interés ya que no hay que olvidar que la micropropagación es una técnica 
especializada de propagación, metodologia que persigue el enraizamiento de la planta para poder 
trasplantarla a suelo normal y que tenga importantes posibilidades de vivir. En dicho proceso 
de micro propagación, como se señaló en la introducción, es bien conocido que, debido al 
balance de reguladores y al cierto efecto antagonista entre auxinas y citoquininas, se practican 
por separado las fases de multiplicación (obtención de un número de propágulos importante) y 
la de enraizamiento o radicación de éstos, sin embargo el conseguir un balance de reguladores 
que procure el crecimiento de la planta y el desarrollo radicular en una misma fase, siempre es 
muy deseable ya que significa un importante ahorro tanto económico como de tiempo. 
En la tabla IV se indica el porcentaje de plantas con raíz visible en cada tratamiento. Es 
de destacar el importante número de plantas observadas con raiz ya a la semana de su siembra 
que en algunos casos, tratamientos con 17 y 510 mg/l de fosfato monopotásico, superó la mitad 
del número de explantos iniciales, ello indica la buena aptitud de la variedad Garrido fino para 
emitir raíz en substrato de arena silícea, sin embargo, no parece existir una relación entre las 
concentraciones de fosfato mono potásico en el medio y dicho desarrollo, aunque hay que 
recordar las circunstancias restrictivas de la toma de datos. Al mes de iniciada la prueba, todas 
las plantas de los tratamientos excepto las correspondientes al de 34 mg/l habían superado el 
70% de plantas enraizadas y al final del experimento de nuevo todas, excepto las ya reseñadas 
del tratamiento con 34 mgll poseían mas del 80% y en los casos de los tratamientos de 17 y 340 
mg/l todas .las plantas habían emitido raíz, .10 que confirmaria la falta de relación con las 
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cantidades de fosfato monopotásico usadas. 
En la tabla V se indica el número de raíces y la longitud de las mismas inducidas por 
explantos de Garrido fino en los diferentes tratamientos ensayados. Se observa que existen unas 
diferencias importantes de acuerdo con el contenido de nutrientes en el medio, así las raíces 
desarrolladas en medio pobre en nutrientes son significativamente menores en número (tabla V) 
y mas largas que las inducidas en medio rico en nutrientes, ello es lógico, si tenemos en cuenta 
que en medio con nivel nutricional bajo, las raíces deben explorar mas superficie para encontrar 
mayores niveles de nutrientes y una vez que lo encuentran tienden a ramificarse y aumentar asi 
su capacidad de absorción (FERNANDEZ LUQUE, 1989). A parte del efecto comentado, no 
se observa, por los resultados de la tabla V una acción específica de la cantidad de P o de K en 
el medio sobre el desarrollo radicular, al igual que ocurriera con el porcentaje de aparición de 
raíz, es decir vuelven a ser limitantes las concentraciones del 10"10 de fosfato monopotásico, pero 
las concentraciones iguales o superiores a 170 mg/l, no tienen efecto discriminatorio en el 
desarrollo del sistema radicular. 
Desde el punto de vista de crecimiento y desarrollo del vegetal son interesantes los 
parámetros relacionados con la producción de biomasa. En el presente trabajo las plantas no 
muestran en ningún caso síntomas de vitrificación, alteración morfológica muy relacionada con 
el contenido en agua de la planta, por lo que dicho contenido de agua es apropiado y la 
concentración de K no parece influir demasiado en este punto, por ello pasa a tener interés la 
producción de materia seca, que está muy relacionada en todos los casos con la concentración 
óptima de fosfato monopotásico encontrada, es decir, 340 mgll. La relación entre el peso seco 
de parte aérea y raíz indica que también en esta concentración de fosfato monopotásico es 
superior la producción de biomasa muy relacionada con el nivel óptimo de P, implicado en la 
formación de materia verde, tanto en la primera como en la última tomas. 
La evolución de las concentraciones de nutrientes esenciales han seguido 
comportamientos diferentes, razón obvia puesto que el papel de los mismos en la fisiologia de 
la planta es diverso. 
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En el caso del nitrógeno el elemento se absorbe siempre que la planta no tenga otras 
limitaciones para crecer. Con los tratamientos al 10% de medio Troncoso, las cantidades 
absorbidas son empleadas para producir masa vegetal de manera más que proporcional y de ahí 
la menor concentración encontrada a medida que aumenta el tratamiento. Cuando los 
tratamientos son al 100% de medio Troncoso, que además está optimizado en nitrógeno, las 
plantas absorben todo el que necesitan y que se puede establecer en 1.8-2%. Es de resaltar la 
no existencia de ión amonio en el extracto y que sólo se explicaria por una absorción preferencial 
desde el principio. 
El comportamiento de las concentraciones de fósforo aumenta siempre en los 
tratamientos al 10% de medio nutritivo. La absorción de fósforo está relacionada con el 
crecimiento radicular y con mecanismos de absorción regulados genéticamente. Al ser un 
medio deficitario en este elemento la planta va alcanzando un nivel normal. En los tratamientos 
con el medio nutritivo al 100% se alcanza el nivel de 0.15% de concentración; es a partir de 
cantidades superiores a los 340 mg!l de monofosfato en el medio cuando llega a concentrarse 
más en las plantas, y a sobrar en los extractos de medio en el soporte. 
El potasio, elemento nutritivo muy móvil en las plantas y con participación en gran 
número de procesos metabólicos sus concentraciones disminuyen en los tratamientos al 10% 
porque participa en el desarrollo de manera más que proporcional debiéndose encontrar en 
situación carencial. En el resto de tratamientos alcanza un valor entre 0.8-0.9% que se mantiene. 
Los resultados de medición de concentraciones de potasio en el soporte son los que indican que 
partir de dosis superiores a 340 mg!l en el medio nutritivo empieza a sobrar potasio. 
El calcio se trata de un nutriente que en la experimentación realizada se mantiene en las 
plantas a concentraciones del 0.3-0.4%, siendo disponibles además, estas cantidades desde el 
principio. Las mediciones sobre el soporte muestran concentraciones muy bajas del elemento 
en los tratamientos de la prueba A. En los tratamiento de la prueba B las concentraciones 
residuales son bastante más altas y muestran una inflexión a partir del valor 340, indicativo de 
menor utilización. 
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Los valores encontrados para las concentraciones de magnesio en plantas son de 0.1-
0.11 % en los tratamientos de mas dilución. Con el medio Troncoso los niveles son superiores 
0.19-0.17%. El valor mínimo de 0 .17% se podria explicar por el mayor desarrollo de la parte 
area del vegetal y dilución relativa del contenido en magnesio. Las mediciones sobre el soporte 
también revelan falta de utilización del elemento a partir del tratamiento con 340 mg/l de la sal 
fosfopotasica. 
Relativo a las mediciones realizadas de micronutrientes es de destacar que los valores 
de hierro se sitúan entre 350 - 400 ppm, en el tratamiento con 340 mgll se alcanza 550 ppm por 
participación mayor del hierro en procesos bioquímicos de la parte aérea de las plantas. 
La participación del cobre en el desarrollo esta probablemente impedida a las 
concentraciones mas bajas de tratamiento, de ahí su dilución relativa hasta el tratamiento de 34 
mgll . A partir de ahí la concentración del elemento en las plantas se sitúa entre 15 - 18 ppm . 
El zinc tiene un comportamiento parecido al cobre en los primeros tratamientos. A partir 
de ahí alcanza el nivel de 110 ppm que se mantiene hasta las condiciones de maximo desarrollo 
correspondientes al tratamiento con 340 mg/l. A partir de ahí, la concentración aumenta en 
planta y en el soporte. Las concentraciones de manganeso son muy constantes a lo largo de 
todos los tratamientos con cierta tendencia a acumularse a partir de la dosis óptima de nutriente. 
Lo anterior puede resumirse en la tabla VII. Es decir, el contenido en nutrientes 
esenciales realizado en explantos de vid Garrido fino han revelado una composición media 
bastante constante. Esto puede verse alterado en situaciones carenciales, o a partir del óptimo 
de desarrollo vegetal . 
El seguimiento de nutrientes en el soporte es menos indicativo, y comienza a ser sensible 
para casi todos los elementos (por aumento en las concentraciones residuales) a partir de la 
formulación óptima de nutrición, en este caso, la correspondiente a 340 mgll de fosfato 
monopotasico. 
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El presente proyecto tiene por objeto la optimización del medio de cultivo para la 
micropropagación eficaz de la vid Garrido fino . Por ello, la posibilidad de acercarse a la 
consecución de dicho objetivo doblando la cantidad de fosfato monopotásico en el medio y 
sustituyendo el soporte por arena silícea, es, en sí, un avance muy importante a nivel económico 
ya que se facilita la obtención de plantas de dicha variedad libres de bacterias y hongos parásitos 
constituyendo, pues, un material de alta calidad que justifica un coste de obtención aunque sea, 
en principio, alto y que incluso puede distribuirse ya injertado como se ha conseguido para otras 
variedades (CANTOS y cols, 1993). 
Sin embargo descendiendo a las condiciones mas específicas del trabajo, el citado 
aumento al doble en la concentración de fosfato monopotásico significaria, un Iigerisimo 
incremento en le precio del litro de medio. Aumento, que se vería ampliamente neutralizado por 
la sustitución del agar, elemento caro del medio de cultivo como se comentó en el capítulo de 
introducción, por arena inerte. La reducción en el coste del medio por este capítulo variaría 
dependiendo del tipo de agar usado, pero tomando el tipo medio de este polisacárido y la arena 
inerte empleada en el presente Proyecto, el costo del litro de substrato se reduciría alrededor del 
45%. 
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l. - El sistema de propagación mediante cultivo in vitro de yemas resulta apropiado para 
la variedad de vid Garrido fino, ya que el desarrollo de explantos de dicha variedad fue aceptable 
con bajos niveles de contaminación. 
2. - Medios de cultivo con concentraciones del 10% de nutrientes, resultaron limitantes 
para el desarrollo de explantos de la citada variedad. 
3. - El mayor desarrollo de la planta, tanto en longitud como en número de yemas, se 
obtuvo con el tratamiento de 340 mgll de fosfato monopotásico en un medio de cultivo al 100% 
de concentración. Ello permite optimizar el medio de Troncoso y cols, 1990, para el caso del 
fosfato monopotásico. 
4. - Los explantos de Garrido fino presentaron una alta capacidad de emisión radicular, 
tanto en cuanto a precocidad como en cuanto a porcentaje final, sin necesidad de transferencia 
a medio de enraizamiento. 
5. - Los tratamientos ensayados no tuvieron, aparentemente, efecto sobre el desarrollo 
radicular. 
6.- El soporte de arena silícea resultó apropiado para el desarrollo "in vitro" de la planta 
no interfiriendo en el crecimiento tanto de la parte aérea como radicular. 
7.- Los resultados obtenidos indican un contenido óptimo de nutrientes para la variedad 
de vid "Garrido fino", cuando en el medio nutritivo aparece la concentración en la cual tuvo 
un mejor desarrollo del vegetal, esta concentración óptima es la que sigue: 
ELEMENTO G/. ELEMENTO 1!pm 
Nitrógeno 1.8-2.0 Hierro 350-400 
Potasio 0.8-0.9 Zinc 110-120 
Magnesio 0.17-0.19 Cobre 15-18 
Fósforo 0.15-0.17 Manganeso 14-15 
Calcio O.3-U,4 
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8. - En situaciones de nutrición carencial el comportamiento y por tanto las 
concentraciones de nutrientes es muy variable dependiendo del papel fisiológico que puede 
desempeñar en cada momento. 
9. - Los análisis de nutrientes residuales en el soporte revelan acumulación a partir del 
crecimiento óptimo en la planta. 
10.- Los resultados obtenidos en el presente trabajo son positivos desde el punto de vista 
económico, ya que además de poner a punto un sistema de propagación "in vitro" para la 
variedad Garrido fino, se sustituye el agar por arena silícea, lo que abarata dicho proceso. 
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TABLA 1. 
Composición del medio de cultivo (Troncoso y cols, 1990). 
MACRONUTRJENTES 
mgr/l 
Nitrato potásico KN03 800 
Nitrato cálcico Ca(N03h 4H2O 300 
Nitrato de amonio NH.N03 800 
Fosfato ácido de potasio KH2PO. 170 
Sulfato de magnesio MgSO.7HP 370 
Sulfato de hierro FeSO.7Hp 27.1 
EDT A Na2 EDT A 37.3 
MICRONUTRJENTES 
mgr/l 
Sulfato de manganeso MnSO, Hp 0.85 
Ácido bórico H3B03 6.2 
Sulfato de zinc ZnSO.7Hp 8.6 
Molibdato de sodio Na2MoO.2HP 0.25 
Sulfato de cobre CuSO.5H2O 0.025 
Cloruro de cobalto CoCI2 6H2O 0.025 
VITAMINAS 
mgr/l ).1M 
Tiamina I 2.96 
Mioinositol 100 555.00 
pH 5.7 
50 
mM 
7.91 
1.27 
10.00 
1.25 
1.50 
0.097 
0.10 
).1M 
5.0 
100.0 
30.0 
1.03 
0.100 
0.105 
) 
'") 
') 
'") 
) 
) 
') 
') 
) 
'") 
) 
") 
) 
) 
') 
) 
) 
) 
') 
) 
") 
) 
) 
) 
) 
) 
') 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
") 
) 
) 
) 
") 
) 
.) 
.J 
) 
) 
) 
) 
) 
) 
J 
, 
I 
51 
Tabla n. 
Medias de las longitudes de los explantos. 
mg/l I 
Fosfato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
monopoüslro 
17 0.32c 0.40b 0.38b 0.S8bc 0.63c O.SOd 0.47d 0.S8c 0.61c 
34 0.28c 0.32b 0.37b O.44c O.SSc 0.68cd O.13cd 0.74c 0.78c 
51 0.27c 0.3Sb O.44b 0.66bc 0.67c 0.73cd 0.90cd 1.36cb 1.31bc 
170 0.37ab 0.40b 0.60b 0.79bc 1.00bc 1.36c l.52bc 2.S3b 2.61b 
340 0.43a 0.77a 1.29a 1.29a 2.4Sa 3.41a 3.94a S.02a S.S2a 
510 0.34c 0.47b 1.08a 0.93b 1.39b 1.70bc 2.02b 3.16b 3.36b 
* Letras diferentes leídas en columnas, indican diferencias significativas (p<O.OS) entre los 
valores respectivos. 
Tablam. 
Medias del número de yemas de los explantos. 
mg/l 
Fosrato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
monopotáJ1co 
17 l.2Sa 1.22b 1.66b 1.77bc 1.92b 1.38d l.5Sc 1.80c 2.20c 
34 1.1lb 1.12b 1.30b 1.36c 1.88b 2.00d 2.26bc 2.20c 2.26c 
51 1.34a 1.34b 1.71b l.72bc 2.00b 2.00cd 2.06bc 2.62c 3.3Sc 
170 1.20b 1.26b l.52b 1. 79bc 2.04b 2.S6bc 2.S0bc 3.07bc 3.3Sc 
340 1.6Sa 1.82a 2.72a 2.97a 4.31a 4.17a S.10a S.73a 6.S2a 
510 1.3 Da 1.30b 1.77b 2.08b 2.64b 2.08b 3.17b 4.66ab S.44ab 
* Letras diferentes leídas en columnas, indican diferencias significativas (p<O.OS) entre los 
valores respectivos. 
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TABLA IV. 
Evolución del porcentaje de plantas enraizadas de vid "Garrido fino" creciendo en medios con 
diferentes concentraciones de fosfato monopotásico. 
mg/l Fosfato monopotásico 
N° DE SEMANAS 17 34 51 
SEMANA 1 SI 25 42 
SEMANA 2 SI 41 42 
SEMANA 3 70 53 57 
SEMANA 4 70 57 81 
SEMANAS 74 61 81 
SEMANA 6 74 61 81 
SEMANA 7 83 61 93 
SEMANA 8 83 61 93 
SEMANA 9 100 66 93 
Datos en %. 
mgll Fosfato monopotásico 
N" DE SEMANAS 170 340 510 
SEMANA 1 41 47 61 
SEMANA 2 61 62 61 
SEMANA 3 61 77 70 
SEMANA 4 79 84 80 
SEMANAS 79 86 80 
SEMANA 6 80 93 88 
SEMANA 7 80 100 88 
SEMANA 8 80 100 88 
SEMANA 9 80 100 88 
Datos en %. 
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Tabla V. 
Evolución de la longitud y número de raíces. 
mg/l Fosfato TOMA ND DE RAlCES LONGITUD MEDIA DE RAlCES 
monopotá5ic:o 
1 2.33 3.09 
17 2 1.12 2.79 
3 1.70 4.55 
1 0.90 4.00 
34 2 1.54 3.42 
3 1.13 5.33 
1 3.00 3.43 
51 2 2.28 4.85 
3 2.12 4.09 
1 3.11 2.74 
170 2 2.54 3.14 
3 1.64 2.98 
1 2.30 2.42 
340 2 2.30 3.16 
3 2.47 2.89 
1 0.88 2.40 
510 2 2.00 2.58 
3 2.77 2.66 
Datos estadísticos de la tabla v. 
TOMA 17 34 51 170 340 510 
1 N" 2.07a 2.09a 
'-
3.50a 2.52b 
2 N° 1.47b 2.28a 
'-
3.68a 2.96a 
3 N" 1.37b 2.29a 
'-
4.65a 2.84b 
• Letras díferentes leídas en filas, indican diferencias significativas (p<0.05) entre los valores 
respectivos 
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Tabla VI. 
Composición mineral de tres portainjertos de vid desarrollados "in vitro" en medio de Troncoso 
y cols, 1990. Tomado de Villegas, 1990 (Tesis doctoral). 
ELEMENTOS 13.44 Evex 161-49 41-8 
Nitrógeno (%) 3.48 3.71 3.02 
Fósforo (%) 0.34 0.42 0.45 
Potasio (%) 1.40 2.81 2.01 I 
Calcio (%) 0.49 1.40 0.51 I 
Magnesio (%) 0.16 0.20 0.16 
Hierro (ppm) 251.00 240.00 209.00 I 
Cobre (ppm) 40.00 30.00 41.00 I 
Manganeso (ppm) 63.00 127.00 117.00 
Zinc (ppm) 233 .00 231.00 198.00 . 
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TABLA VD. 
Contenido medio en nutrientes en plantas de "Garrido fino" en los diferentes tratamientos. 
mg!I N P K Ca Mg Fe Cn Zn Mn 
Fosfato % % % % % ppm ppm ppm ppm 
monupotasJt'o 
17 1.42a 0.036a 0 .65a 0.34a O.IOa 407abc 33a 114a 16a 
34 1.0lab 0.059a 0.53ab 0.28a 0.09a 359a 18a 68a ISa 
51 0.83ab 0.078a 0.47a O.3la 0.09a 423abc 14a 121a 14a 
170 2.01bc 0.164ab O.72abc O.4la 0.18a 372ab 17a 107a 13a 
340 1. 82bc 0.143ab 0.91bc 0.33a 0.17a 546bc 17a lOSa 14a 
510 1.96c 0.258b 0.97c 0.39a 0.18a 409abc 18a 134a 18a 
• Letras diferentes leídas en columnas, indican diferencias significativas (p<0.05) entre los 
valores respectivos. 
TABLA VDI.-
Contenido medio en nutrientes del soporte en los diferentes tratamientos. 
mg!I N P K Ca M~ Fe Cu Zn I 
Fosfato mgllOg mgllOg mglJOg mgllOg mgllOg ppm ppm ppm 
nMHIOpotAsko 
17 0.06a 0.006a 0.108a 0.07a 0.05a 1.48a 2.03a 9.87a 
34 0 .05a O.OO9a O.104a 0.05a O.04a 1.50a 2.00a 10.12a 
51 0.04a 0.007a 0.91a 0.05a 0.03a 1.94a 0.63a 11.8a 
170 0.56b 0.053ab 0 .797bc 0.37c 0.13b 10.5b 1.66a 25 . lla 
340 0.47b 0.100ab 0.631b 0.25b 0.12b 10.6b 1.60a 22.65a 
510 0.53b 0.205b 1.089c 0.37c 0.13b 9.48b 1.70a 45 .09a 
) * Letras diferentes leídas en columnas, indican diferencias significativas (p<0.05) entre los 
) valores respectivos. 
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